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Zusammenfassung
In den letzten Jahrzenten wurde die Rolle der Inter-α-Trypsin Inhibitor Hea-
vy Chain (ITIH)-Moleku¨le unter einer Reihe physiologischer und pathologischer
Bedingungen untersucht. Eine bekannte Funktion leitet sich dabei von ihrer Bin-
dung an die Hyaluronsa¨ure und einer damit verbundenen Stabilisierung der ex-
trazellula¨ren Matrix ab. Mehrere Studien zeigen in diesem Zusammenhang einen
evidenten Einfluss der ITIH-Moleku¨le auf sowohl inflammatorische als auch kar-
zinogene sowie metastatische Prozesse. In dieser Arbeit wurde der Fokus auf das
neueste Mitglied der ITIH-Proteinfamilie gelegt: ITIH5 kodiert fu¨r ein sezernier-
tes Protein, dessen Expression in einer Vielzahl humaner Tumorentita¨ten, wie
z.B. dem Mammakarzinom, deutlich herab-reguliert vorliegt. Forschungsdaten
deuten dabei auf eine tumorsuppressive Funktion von ITIH5 im Brustkrebs hin.
Im Rahmen dieser Arbeit konnten erfolgreich gain-of-function Mammakarzi-
nommodelle unterschiedlicher Subtypen generiert werden. Eine detaillierte Cha-
rakterisierung pha¨notypischer Auswirkungen der forcierten ITIH5-Reexpression
in der luminalen Brustkrebszelllinie MCF7 sowie der basalen Brustkrebszelllinie
BT-549 besta¨tigte in funktionellen in vitro Analysen einen Einfluss von ITIH5
auf progressive Tumoreigenschaften. In Abha¨ngigkeit der ITIH5-Reexpression
wurde die Proliferations- sowie Koloniebildungsfa¨higkeit beider Brustkrebszell-
linien signifikant supprimiert, wa¨hrend die Zell-Matrix-Adha¨sion sowie Apop-
toserate signifikant erho¨ht wurde. Daneben konnte gezeigt werden, dass die
Applikation von rekombinantem ITIH5-Protein in vitro zu einer signifikanten
Wachstumsinhibition von Mammakarzinomzellen fu¨hrte. Schließlich belegte ein
in vivo Tumorgenesemodell, dass ITIH5-exprimierende Brustkrebszellen nach
orthotoper Xenotransplantation in das Brustgewebe weiblicher, immunsuppri-
mierter Nacktma¨use ein signifikant reduziertes Tumorwachstum im Vergleich zur
Kontrollgruppe aufwiesen. Das reduzierte Tumorwachstum konnte dabei mit Pa-
rametern einer verminderten Angiogenese assoziiert werden. Insgesamt wurde in
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allen experimentellem Ansa¨tzen eine eindeutig tumorsuppressive Wirkung von
ITIH5 festgestellt.
Um die Auswirkungen eines ITIH5-Funktionsverlustes genauer zu untersu-
chen, wurde erstmalig ein ITIH5-Knockout-Mausmodell generiert. Dieses konnte
erfolgreich auf DNA-, mRNA- sowie Protein-Ebene validiert werden. Die Tiere
waren fertil und ermo¨glichten den Aufbau einer Kolonie. Erste pha¨notypische
Analysen zeigten dabei ein tendenziell verringertes Ko¨rpergewicht sowie einzel-
ne Auffa¨lligkeiten in Blut- und Serumparametern von ITIH5-Knockout-Ma¨usen
im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen. Zusa¨tzlich wurde die Haut der ITIH5-
Knockout-Ma¨use auf pha¨notypische Auffa¨lligkeiten hin untersucht. Hierbei zeig-
ten sich bedingt durch den funktionellen Verlust von ITIH5 signifikante morpho-
logische Unterschiede im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen. Die Haut der ITIH5-
Knockout-Ma¨use war du¨nner und wies einen undifferenzierten Aufbau der Epi-
dermis auf. Diese Beobachtungen konnten anschließend ebenfalls in erfolgreich
generierten dreidimensionalen in vitro Hautmodellen der Ma¨use verzeichnet wer-
den. Eine immunhistochemische Untersuchung der Hyaluronsa¨ure-Strukturen in
den Hautmodellen zeigte eine ITIH5-abha¨ngige stabilisierende Wirkung auf die-
se.
Bislang wurde die Rolle der ITIH-Proteine in humaner Haut nicht grund-
legend erforscht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression der einzelnen
ITIH-Familienmitglieder erstmalig mithilfe einer Chip-basierten Genexpressi-
onsanalyse in der Haut untersucht. Daraus ergab sich, dass ITIH5 das am
sta¨rksten exprimierte Mitglied dieser Proteinfamilie in der Haut darstellt. Real-
Time PCR und Western-Blot-Analysen deuteten auf die dermalen Fibroblas-
ten als Hauptsyntheseort von ITIH5 in der Haut hin. Weiterhin wurde an-
hand immunhistochemischer Analysen eine Herauf-Regulation von ITIH5 in
entzu¨ndlichen Hauterkrankungen detektiert. In diesem Zusammenhang konnte
im Tiermodell der allergischen Kontaktdermatitis gezeigt werden, dass ITIH5
fu¨r die Ausbildung einer Entzu¨ndungsreaktion elementar ist.
Zusammenfassend ist es in dieser Arbeit gelungen die eindeutig tumorsup-
pressive Funktion von ITIH5 im humanen Mammakarzinom sowohl in vitro als
auch in vivo zu besta¨tigen. Daru¨ber hinaus wurde ITIH5 erstmals in der Haut
charakterisiert, wobei seine evidente Rolle sowohl fu¨r die Struktur als auch fu¨r
inflammatorische Prozesse der Haut herausgestellt werden konnte.
4
Summary
In recent decades, the role of inter-α-trypsin inhibitor heavy chain (ITIH)-
molecules was studied amongst a number of physiological and pathological con-
ditions. Their only function known so far is the binding to hyaluronan and the
resulting stabilization of the extracellular matrix. In line with this function, se-
veral studies show an evident influence of the ITIH-molecules on inflammatory
as well as carcinogenic and metastatic processes. The present study focuses on
the newest member of the ITIH protein family: ITIH5 encodes a secreted prote-
in, whose expression is significantly downregulated in a variety of human tumor
types such as breast cancer. In this context, research data indicate that ITIH5
could function as a tumorsuppressor in breast cancer.
As a part of this work, gain-of-function models of different breast cancer cell
lines were successfully generated. A detailed characterization of phenotypic ef-
fects due to ITIH5-reexpression in the luminal-like breast cancer cell line MCF7
and the basal-like breast cancer cell line BT-549 confirmed an influence of ITIH5
on progressive tumor properties in functional in vitro assays. Depending on the
ITIH5-reexpression, the proliferation and colony formation capability of both
breast cancer cell lines was significantly reduced, whereas cell-matrix adhesion
and apoptosis rate were significantly increased. Furthermore, the application
of recombinant ITIH5-protein inhibited the growth of different breast cancer
cells in vitro. Using an in vivo tumorigenesis model it was shown that ITIH5-
expressing breast cancer cells which were engrafted into the breast tissue of
immunosuppressed nude mice showed significantly reduced tumor growth com-
pared to the control group. The tumor growth inhibition could be associated
with parameters of reduced angiogenesis. Overall, the experimental approaches
determined a distinct tumorsuppressive effect of ITIH5.
An ITIH5 knockout mouse model was generated for the first time to inves-
tigate the consequences of the loss-of-function of ITIH5 in detail. This model
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was validated on the DNA, mRNA and protein level. The animals were fertile
and enabled the establishment of a breeding colony. Initial phenotypic analyses
showed a trend towards reduced body weight of ITIH5 knockout mice as well
as individual abnormalities in blood and serum parameters compared to wild-
type animals. In addition, the skin of ITIH5 knockout mice was examined for
phenotypic abnormalities. Due to the functional loss of ITIH5, significant mor-
phological differences were apparent compared to wild-type controls. The skin
of ITIH5 knockout mice was thinner and exhibited an undifferentiated struc-
ture of the epidermis. The same result was obtained from successfully generated
three-dimensional in vitro skin-models of these mice. An immunohistochemi-
cal investigation of the hyaluronan structures in the skin-models indicated that
ITIH5 exerts a stabilizing effect on the hyaluronan as it is described for other
family members.
Up to now, the role of ITIH-proteins in human skin has not been studied in
depth. Within this study, the expression of the individual ITIH-family members
was investigated for the first time in human skin, using a chip-based gene expres-
sion analysis. This analysis showed that ITIH5 is the most abundantly expressed
member of the ITIH protein family in human skin. Real-time PCR and western
blot studies indicated dermal fibroblasts as a main site of ITIH5-synthesis in the
skin. Next, immunohistochemical analysis revealed an up-regulation of ITIH5 in
inflammatory skin diseases. In this context, an animal model of allergic contact
dermatitis revealed that ITIH5 is essential for the induction of an inflammatory
response.
In summary this work confirmed the distinct tumorsuppressive function of
ITIH5 in human breast cancer, both in vitro and in vivo. Moreover, ITIH5 was
characterized for the first time in skin where it seems to play an evident role in
structural and inflammatory processes.
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AZ Aktenzeichen
bp Basenpaare
BSA Bovines Serumalbumin
bzw. beziehungsweise
cDNA copy desoxyribonucleic acid ; komplementa¨re DNA
CMV Cytomegalovirus
CT cycle threshold ; Zyklusschwelle
ca. circa
CS cleavage site; Spaltstelle
DAB Diaminobenzidin
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E. coli Escherichia coli
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HA Hyaluronsa¨ure
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kb Kilobasen
kDa Kilo Dalton
LB lysogeny broth; Na¨hrmedium zur Kultivierung von Bakterien
LCIS Lobula¨res Carcinoma in situ
LOH loss of heterozygosity ; Verlust der Heterozygotie
Lsg. Lo¨sung
Min. Minute
mRNA messenger RNA; Boten RNA
n Anzahl
NTC no template control ; Wasserkontrolle
OD Optische Dichte
P Wert der Irrtumswahrscheinlichkeit
PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese
PBS phosphate buffered saline; Phosphat-gepufferte Kochsalz-
lo¨sung
PCR polymerase chain reaction; Polymerase Kettenreaktion
pN Nodalstatus (postoperativ bestimmt)
pM Fernmetastasenstatus (postoperativ bestimmt)
PR Progesteronrezeptor
pT Tumorgro¨ße (postoperativ bestimmt)
RKI Robert-Koch-Institut
RNA Ribonukleinsa¨ure
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ROS reactive oxygen species ; reaktive Sauerstoffspezies
RT Raumtemperatur
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SDS Sodiumdodecylsulfat
Sek. Sekunde
SP Signalpeptid
Taq Thermus aquaticus
TA Anlagerungstemperatur
TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer
TDLE Terminal-duktulolobula¨re Einheiten
TNCB 2,4,6-Trinitrochlorbenzol
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UICC Union International Centre le Cancer
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vWA von Willebrand type-A-Doma¨ne
WHO World Health Organization; Weltgesundheitsorganisation
WST water soluble tetrazolium
WT Wildtyp
w/v weight per volume; Gewicht pro Volumen
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Kapitel 1
Einleitung
1.1 Das Mammakarzinom
1.1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms
Das Mammakarzinom ist mit u¨ber einer Million Neuerkrankungen pro Jahr welt-
weit der ha¨ufigste bo¨sartige Tumor der Frau [1]. Das mittlere Erkrankungsalter
liegt zwischen 50 und 60 Jahren [2]. Jede zehnte Betroffene ist bei der Diagnose-
stellung ju¨nger als 45 Jahre – ein Alter, in dem die meisten Krebserkrankungen
in ihrer Ha¨ufigkeit noch kaum eine Rolle spielen [3]. Im Jahr 2012 traten in
Europa 464.000 Brustkrebsneuerkrankungen auf, was einen Anteil von 13,5%
an allen Krebsneuerkrankungen ausmachte [4]. Auch in Deutschland steht das
Mammakarzinom an erster Stelle der Krebsneuerkrankungen bei Frauen (Ab-
bildung 1.1).
Abbildung 1.1: Prozentualer Anteil ausgewa¨hlter Tumorlokalisationen an allen
Krebsneuerkrankungen ohne nicht-melanotischen Hautkrebs in Deutschland 2010
(Quelle: [3]).
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Das Robert Koch Institut (RKI) prognostiziert 75.200 Neuerkrankungen
fu¨r das Jahr 2014. Laut Todesursachenstatistik des Statistischen Bundesam-
tes verstarben im Jahr 2010 17.466 Frauen in Deutschland an Brustkrebs, was
das Mammakarzinom bezu¨glich der Mortalita¨t zur ha¨ufigsten Krebstodesursache
macht [3].
Mit dem Lebensalter steigt das Risiko an Brustkrebs zu erkranken, wobei
das Erkrankungsrisiko fu¨r Ma¨nner 100-mal geringer ist als fu¨r Frauen [2]. In
den meisten Fa¨llen tritt die Erkrankung spontan auf, ohne dass eine gezielte
Ursache bestimmt werden kann. Die mo¨glichen Risikofaktoren reichen von hor-
monellen Einflu¨ssen, bedingt durch eine fru¨he Menarche, eine spa¨te Menopause,
Nulliparita¨t, einer spa¨ten Schwangerschaft und der Einnahme von Ovulations-
hemmern, bis hin zu vera¨nderten Lebensgewohnheiten wie z.B. Essgewohnhei-
ten, U¨bergewicht, Alkohol- und Tabakkonsum [3]. Daneben gibt es auch die
Mo¨glichkeit einer genetischen Disposition, die in 5-10% aller Fa¨lle als Ursa-
che angesehen wird. Wa¨hrend die Zahl der Neuerkrankungen in Deutschland
bis 2008 ja¨hrlich anstieg, kann seit 1999 bedingt durch verbesserte Vorsorge-
und Therapieprogramme eine Stagnation der Mortalita¨tsrate verzeichnet wer-
den (Abbildung 1.2) [3].
Abbildung 1.2: Darstellung der absoluten Zahl der Inzidenz- und Mortalita¨tsraten
in Deutschland von 2000 bis 2010 (Quelle: [3]).
Seit dem Jahr 2005 haben Frauen ab dem 50. Lebensjahr die Mo¨glichkeit,
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sich alle zwei Jahre einem Mammographie-Screening zu unterziehen. Daraus
resultierend ist in der Screening-Altersgruppe (50 bis 69 Jahre) seit ca. 2006 ein
steiler Anstieg der Neuerkrankungsraten zu verzeichnen, der seit 2008 allerdings
wieder leicht ru¨ckla¨ufig ist (Abbildung 1.3). Dies deutet darauf hin, dass in der
ersten Phase des Programms auch Tumoren entdeckt wurden, die aufgrund ihrer
Gro¨ße ohne das Screening vermutlich erst viel spa¨ter oder gar nicht entdeckt
worden wa¨ren [3]. Die relative Fu¨nf-Jahres-U¨berlebensrate fu¨r die betroffenen
Patientinnen in Deutschland wird momentan mit 86% bis 88% angegeben [3].
Abbildung 1.3: Scha¨tzungen der altersspezifischen Neuerkrankungsraten fu¨r
Brustkrebs bei Frauen in Deutschland (Neuerkrankungen pro 100.000) (Quelle:
vera¨ndert nach [3]).
1.1.2 Anatomie der weiblichen Brust
Die weibliche Brust (Mamma) ist auf dem großen und dem kleinen Brustmuskel
lokalisiert und erstreckt sich von der zweiten bis zur siebten Rippe [5]. Paarig
angelegt besteht jede Brust aus Dru¨sengewebe, einem bindegewebigen Stroma
und einem hohen Fettgewebsanteil (Corpus adiposum mammae), der vorran-
gig fu¨r die Form und die Gro¨ße der Brust verantwortlich ist. Die Brustdru¨se
(Glandula mammaria) ist in Dru¨senlappen (Lobi) organisiert, die aus einem
baumartigen System sich verzweigender Milchga¨nge (Ducti lactiferi) bestehen.
Der Hauptausfu¨hrungsgang (Ductus lactifer colligens) der Lobi endet in der
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Brustwarze (Mamille). Kurz vor der Mu¨ndung erweitert sich jeder Milchgang
zu einem kleinen Milchsack (Sinus lactifer), der in der Stillzeit als Milchreservoir
dient. Die Brustdru¨se entha¨lt insgesamt 10 bis 20 Lobi, die zusammen mit den
Hauptausfu¨hrungsga¨ngen sternfo¨rmig um die Brustwarze angeordnet sind. Die
Milchga¨nge sind mit einem zweischichtigen Epithel ausgekleidet: innen (lumi-
nal) liegen prismatische Zellen, außen (basal) sind Myoepithelzellen vorhanden.
Die fu¨r die Laktation verantwortlichen Endstu¨cke (Azini) bilden mit dem umge-
benden Stroma (intralobula¨res Bindegewebe) die kleinste Funktionseinheit der
Brust, den Lobulus. Selbiger bildet mit dem zugeho¨rigen Terminalduktus die ter-
minale duktulolobula¨re Einheit (TDLE). Abbildung 1.4 zeigt den schematischen
Aufbau der weiblichen Brust.
Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der weiblichen Brustanatomie. Quer-
schnitt durch die humane weibliche Brust mit Ansicht mehrerer terminaler duktulolobula¨rer
Einheiten (TDLE) (Quelle: vera¨ndert nach [6]).
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1.1.3 Pathogenese und Klassifizierung des Mammakarzi-
noms
Histologisch betrachtet sind die Mehrzahl der Mammakarzinome Adenokarzino-
me, die sich vom Epithel der terminalen duktulolobula¨ren Einheit (Abbildung
1.4) ableiten [7]. Der Grund fu¨r diese Tatsache ist, dass die TDLE stetigen
Umbau- und Proliferationsprozessen unterliegt. Diese basieren auf hormonellen
Einflu¨ssen, wie dem weiblichen Zyklus sowie der Schwangerschaft, und fu¨hren
statistisch zu einer erho¨hten Mutationswahrscheinlichkeit [8]. Bei Tumoren der
Brust wird je nach Wachstumseigenschaften und Migrationsverhalten zwischen
invasiven und nicht-invasiven Karzinomen unterschieden. Ferner ist je nach his-
tologischem Ursprung eine Differenzierung zwischen Milchgangkarzinomen (duk-
tale Karzinome) und La¨ppchenkarzinomen (lobula¨re Karzinome) mo¨glich. Die
zwei ha¨ufigsten invasiven Formen sind das invasiv-duktale Karzinom (IDC) und
das invasiv-lobula¨re Karzinom (ILC), sowie bei den nicht-invasiven Formen das
duktale Carcinoma in situ (DCIS) und das lobula¨re Carcinoma in situ (LCIS)
[7]. Selten sind Fa¨lle eines muzino¨sen, medulla¨ren oder fibrozystischen Karzi-
noms [9]. Die nicht-invasiven Formen werden oft als mo¨gliche Vorstufen der
invasiven Formen angesehen. So konnte das duktale Carcinoma in situ bei 30%
aller Patientinnen mit malignem Mammakarzinom als Vorstufe diagnostiziert
werden [10]. Dies ist beim lobula¨ren Carcinoma in situ eher umstritten [11].
Nach dem sogenannten multi-step Modell durchla¨uft der Brustkrebs in seiner
Entwicklung mehrere Stadien [12]. Angefangen von fru¨hen Hyperplasien, die
nur schlecht diagnostizierbar sind, verla¨uft nach diesem Modell eine Entwicklung
u¨ber in situ Karzinome und invasiven Karzinomen bis hin zu Metastasen (Abbil-
dung 1.5). Diese Progression muss jedoch nicht linear jedes Stadium durchlaufen.
So kann die duktale Hyperplasie bzw. die atypische duktale Hyperplasie auch
u¨bersprungen werden [12]. Wa¨hrend die in situ Formen sich dadurch auszeich-
nen, dass sie benachbartes Gewebe noch nicht infiltriert haben, u¨berwinden die
malignen La¨sionen die Basalmembran und stellen einen direkten Kontakt zum
umgebenden Stromagewebe her.
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Abbildung 1.5: In vivo Modell der neoplastischen Progression beim humanen
Mammakarzinom. Das multi-step Modell zeigt definierte Zwischenstadien bei der Brust-
krebsentstehung. Die duktale Hyperplasie und die atypische duktale Hyperplasie ko¨nnen von
gesunden Zellen u¨bersprungen werden (Quelle: vera¨ndert nach [12]).
Ein wichtiger Parameter zur histologischen Tumorbewertung ist die Gradu-
ierung (engl. grading) eines Tumors. Sie gibt an, in welchem Ausmaß ein Tumor
vom Normalgewebe abweicht. Elston und Ellis beschrieben dazu die Kriterien
der Tubulusbildung, Kernpleomorphie und Mitoserate, nach denen der Mali-
gnita¨tsgrad des Tumors bestimmt werden kann [13]. Zu unterscheiden ist dem-
nach ein gut differenzierter Tumor mit einem niedrigen Malignita¨tsgrad (G1),
ein ma¨ßig differenzierter Tumor mit einem ma¨ßigen Malignita¨tsgrad (G2) und
ein entdifferenzierter Tumor mit einem hohen Malignita¨tsgrad (G3) (Anhang
5.1). Abgesehen von histologischen Klassifikationen werden maligne Tumoren
auch hinsichtlich ihrer anatomischen Ausbreitung seit 1950 mit Hilfe des TNM-
Systems der Union Internationale Contre le Cancer (UICC) klassifiziert und
verschiedenen Stadien zugeordnet [14]. Dieses System kategorisiert nach Tumor-
gro¨ße (pT), Nodal-Status (pN) sowie Fernmetastasen-Status (pM) und hilft, fu¨r
den betroffenen Patienten eine Prognose abscha¨tzen und eine individuelle The-
rapie erstellen zu ko¨nnen. Die Parameter der TNM-Klassifikation sind in Tabelle
1.1 dargestellt und werden im Anhang 5.2 na¨her erla¨utert.
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Tabelle 1.1: Stadieneinteilung nach TNM-Klassifikation [15]
Stadium Tumor bzw.
Tumorgro¨ße (pT)
Befallene
Lymphknoten (pN)
Fernmetastasen
(pM)
0 Karzinoma in situ nicht befallen nein
I <2 cm nicht befallen nein
IIA nicht nachweisbar 1-3 befallen nein
<2 cm 1-3 befallen nein
2-5 cm nicht befallen nein
IIB 2-5 cm 1-3 befallen nein
>5 cm nicht befallen nein
IIIA nicht nachweisbar 4-9 befallen nein
<2 cm 4-9 befallen nein
2-5 cm 4-9 befallen nein
>5 cm 1-3 befallen nein
>5 cm 4-9 befallen nein
IIIB Tumor jeder Gro¨ße nicht befallen nein
Tumor jeder Gro¨ße 1-3 befallen nein
Tumor jeder Gro¨ße 4-9 befallen nein
IIIC Tumor jeder Gro¨ße >10 befallen nein
IV Tumor jeder Gro¨ße befallen / nicht
befallen
ja
Neben der histologischen Heterogenita¨t findet beim Mammakarzinom auch
auf molekularer Ebene eine Differenzierung statt. Dabei werden aufgrund dif-
ferenzieller Genexpressionsprofile des O¨strogen-, Progesteron- sowie des HER2-
Rezeptors fu¨nf verschiedene Subtypen unterschieden [16, 17, 18, 19, 20]. Tabelle
1.2 zeigt die Einteilung der molekularen Subtypen basierend auf ihrem Expres-
sionsmuster.
Tabelle 1.2: Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms [21]
Subtyp ER-Status PR-Status HER2-Status
Luminal A + + -
Luminal B1 + und/oder + -
Luminal B2 + und/oder + +
Basal - - -
HER2-positiv - - +
ER: O¨strogenrezeptor; PR: Progesteronrezeptor; HER2: hu-
maner epidermaler Wachstumsfaktor.
1.1.4 Mehrstufenprozess der Kanzerogenese
Die Tumorentstehung (Kanzerogenese) stellt ein Mehrstufenmodell dar, dessen
Aufbau aus den drei aufeinander folgenden Stufen der Initiation, Promotion und
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Progression besteht [2, 22].
Abbildung 1.6: Mehrstufenprozess der Kanzerogenese. Abgebildet sind die drei Stufen
der Krebsentstehung: 1. Enstehung einer initiierten Einzelzelle durch eine Mutation (Initiati-
on); 2. klonales Wachstum der Zelle (Promotion); 3. U¨bergang vom benignen zum malignen
Tumor mit Metastasierung (Progression). Initation und Progression sind als irreversible Pro-
zesse anzusehen, wa¨hrend die Promotion und die selektiven Wachstumsvorga¨nge wa¨hrend der
Progression reversible Vorga¨nge sind (gestrichelte Pfeile). Die Prinzipien der klonalen Evolu-
tion (Mutation und Selektion) sind farblich dargestellt (Quelle: vera¨ndert nach [2]).
Den verantwortlichen Prozessen liegt als Triebkraft und Richtungsgeber das
darwinistische Prinzip der Evolution zugrunde. Mutation und Selektion brin-
gen demnach Individuen hervor, die fu¨r das Wachstum und die Ausbreitung
in ihrer Umgebung optimiert sind [2]. 1976 war Nowell der Erste, der dieses
Prinzip aufgriff und von einer klonalen Evolution der Tumor-Zellpopulationen
ausging [23]. Solide Tumoren entstehen in der Regel aus einer einzelnen Zelle
und sind somit klonalen Ursprungs [24]. Die Initiation stellt den ersten Schritt
in der Kanzerogenese dar, indem die potenzielle Tumorzelle eine Mutation er-
wirbt, sich aber pha¨notypisch zuna¨chst nicht von gesunden Zellen unterscheidet.
Bei der Tumorpromotion kommt es zu einer Entkopplung der Proliferation die-
ser initiierten Zelle aus ihrem physiologischen Kontext [22]. Die Vermehrung
erfolgt selektiv, sodass sich aus den initiierten Zellen ein Klon entwickelt (Ab-
bildung 1.6). Mit jeder Tochterzelle steigt die Chance auf weitere Mutationen,
die zusa¨tzliche Wachstumsvorteile verleihen [2]. Hanahan und Weinberg spre-
chen in diesem Zusammenhang von sechs speziellen Eigenschaften, die zu den
Wachstumsvorteilen, dem U¨berleben und der Verbreitung der Tumorzellen not-
wendig sind [25] (Abbildung 1.7). Dabei schaffen es die Zellen sich der Apoptose
zu entziehen, ihre Proliferation zu garantieren, wachstumshemmenden Signalen
auszuweichen, in zellfremdes Gewebe zu wandern, sich selber mit Na¨hrstoffen
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zu versorgen und sich unlimitiert replizieren zu ko¨nnen. Diese sechs
”
Marken-
zeichen“ einer Krebszelle wurden jedoch um zwei weitere erga¨nzt [26]. Hierbei
wurde erkannt, dass Tumorzellen ihren zellula¨ren Metabolismus modifizieren
und einer Zersto¨rung durch das Immunsystem entgehen ko¨nnen. Es bedarf je-
doch nicht unbedingt des Erwerbs aller Eigenschaften zur gleichen Zeit, um eine
Tumorzelle entstehen zu lassen.
Abbildung 1.7: U¨bersicht zu den Mechanismen der Krebsentstehung. Zellen er-
langen wa¨hrend der Krebsentwicklung bis zu sechs charakteristische Eigenschaften, die fu¨r
das U¨berleben, das Wachstum und die Verbreitung der Tumorzelle notwendig sind (Quelle:
vera¨ndert nach [25]).
Im klinischen Verlauf folgt der Initiation meist eine la¨ngere Latenzphase bis
zur Manifestation der Krebsentstehung. Dies beruht auf dem langsamen Wachs-
tum der initiierten Zellen und Tumorvorstufen sowie der geringen Ha¨ufigkeit
spezifischer Mutationen [2]. Der letzte Schritt in der Kanzerogenese, die Pro-
gression, ist durch irreversible aneuploide Chromosomenvera¨nderungen charak-
terisiert [27]. Dies bedingt eine zunehmende Ha¨ufigkeit von Mutationen und
damit einhergehend die Entstehung immer neuer (Sub-)Klone. Somit besteht
ein Tumor ha¨ufig aus mehreren Zellklonen mit unterschiedlichem Genotyp. Die-
se Tumorheterogenita¨t resultiert aus der zufallsbedingten Verschiedenheit der
Mutationen und der Selektion je nach Vermehrungsvorteil [2]. Die Progression
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bezeichnet die Umwandlung benigner in maligne Tumoren, wobei es an ihrem
Ende ha¨ufig zur Metastasierung kommt [7].
1.1.5 Molekulargenetische Ursachen des Mammakarzi-
noms
Das Konzept der Tumorentstehung durch Sto¨rungen des genetischen Programms
einer Zelle besteht seit Anfang des 20. Jahrhunderts. Neben Umweltweinflu¨ssen
und epigentischen Faktoren, die eine Rolle spielen, sind es Alterationen und
Dysregulationen im Genom, die die Ursache fu¨r Malignome darstellen [2]. Die
wesentlichen Ereignisse, die zur Tumorentwicklung fu¨hren, sind Mutationen in
Tumorsuppressor- und Onkogenen im Genom einer Zelle [28]. Diese Gene sind
meist an der Regulation des Zellzyklus beteiligt und repra¨sentieren ein komple-
xes Netzwerk inter- und intrazellula¨rer Kommunikationsprozesse [29].
1.1.5.1 Tumorsuppressorgene
Das Prinzip der Tumorsuppression wurde zuna¨chst in Zellkulturexperimenten
studiert. Im Jahr 1985 zeigte Ruth Sager, dass bei einer Fusion von malignen mit
normalen Zellen Hybride entstanden, die keine tumorigenen Eigenschaften mehr
besaßen. Sie schlussfolgerte damals, dass die genetische Information der norma-
len Zelle den malignen Pha¨notyp supprimieren musste und pra¨gte erstmals den
Begriff des
”
Tumorsuppressors“ [30]. Kurze Zeit spa¨ter kam es dann zur Entde-
ckung des ersten klassischen Tumorsuppressorgens, dem Retinoblastom-Gen 1
(RB1 ) [31]. Mithilfe dieses Gens konnte auf molekularer Ebene eine Theorie
besta¨tigt werden, die bereits 1971 aufgestellt wurde. Damals war es Alfred G.
Knudson, der die Theorie der zwei Treffer (two-hit Modell) postulierte [32]. Epi-
demiologische und statistische Methoden fu¨hrten ihn zu der U¨berlegung, dass
Retinoblastome durch zwei unabha¨ngige La¨sionen beider Allele eines Genlocus
resultieren. Bei heredita¨ren Tumorformen wird eine Mutation bereits vererbt,
wohingegen bei sporadischen Tumoren zwei somatische Ereignisse in einer Zelle
auftreten mu¨ssen. Zu den somatischen Mutationen za¨hlen der Verlust der He-
terozygotie (engl. loss of heterozygosity, LOH) durch Deletion des Chromosoms
oder eines Chromosomenabschnitts sowie Rekombinationen, Punktmutationen
und DNA-Promotorhypermethylierungen [24]. Heute weiß man, dass Tumorsup-
pressorgene in einer gesunden Zelle fu¨r die Zellzykluskontrolle wichtig sind, da
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sie bei Bedarf die Zellteilung und die Zelldifferenzierung hemmen. Dazu besitzen
sie an bestimmten Kontrollpunkten des Zellzyklus Schlu¨sselfunktionen (gatekee-
per). Durch eine loss-of-function-Mutation dieser Gene wird die Tumorgenese
indirekt gefo¨rdert. Nach der zwei Treffer-Hypothese ist dabei das Genprodukt
nur eines Allels des Tumorsuppressorgens fu¨r seine normale Funktion ausrei-
chend. Erst wenn beide Allele betroffen sind wird die Wirkung des Tumorsup-
pressorgens komplett ausgeschaltet und der Zellteilungsprozess kann nicht mehr
kontrolliert werden [32]. Wa¨hrend in der Allgemeinbevo¨lkerung die Wahrschein-
lichkeit, dass in einer Zelle beide Genkopien vera¨ndert sind, eher gering ist, zei-
gen Familienangeho¨rige bei vererbten Krebserkrankungen ein erho¨htes Risiko.
Scha¨tzungen zufolge beruhen 5-10% aller Mammakarzinome auf einer erblichen
Disposition [33]. Bisher wurden zwei Gene identifiziert, die in etwa 50% der Fa¨lle
von familia¨rem Mammakarzinom Mutationen aufweisen: BRCA1 (BReast CAn-
cer 1, early onset) auf Chromosom 17q21 [34] und BRCA2 (BReast CAncer 2,
early onset) auf Chromosom 13q12.3 [35, 36]. Frauen mit einer heterozygoten
Keimbahnmutation eines der beiden Gene haben ein ca. 40-80%iges Risiko an
Brustkrebs und ein ca. 20-40%iges Risiko an Ovarialkrebs zu erkranken [37].
BRCA1 und BRCA2 interagieren mit verschiedenen Proteinen (RAD51, p53)
aus der DNA-Reparatur-Maschinerie und kontrollieren die Transkription dieser
[2]. Durch die Deregulation des DNA-Reparatursystems wird insbesondere die
Ausbildung des Mutatorpha¨notyps forciert [38]. Tumorsuppressorgene, die auf
die DNA-Reparatur einwirken, werden daher auch Mutatorgene genannt. Ihre
Inaktivierung fu¨hrt u.a. zu Fehlern des DNA-Reparatursystems, was insgesamt
in einer genetischen Instabilita¨t mu¨ndet. Die Konsequenz ist eine erho¨hte Mu-
tationswahrscheinlichkeit des kompletten Genoms [39].
1.1.5.2 Onkogene
Onkogene sind außer Kontrolle geratene positive Signalmediatoren. In einer ge-
sunden Zelle sind Proto-Onkogene aktivierend an der Regulation der Zelltei-
lung beteiligt. Mutationen in Proto-Onkogenen fu¨hren zu einer Aktivierung der
Onkogene. Diese wirken stark fo¨rdernd auf die Zellvermehrung und beeinflus-
sen somit den kanzero¨sen Pha¨notyp. Die zugrunde liegenden Mutationen in
den Proto-Onkogenen sind sogenannte gain-of-function-Mutationen. Da Proto-
Onkogene in der Zelle dominant wirken, reicht eine Mutation (Punktmutation,
Amplifikation, Translokation) in einem Allel als genetische Vera¨nderung zur Ak-
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tivierung der Onkogene aus [28]. 1981 wurde das RAS -Gen (rat sarcoma) als
erstes krebsinduzierendes Onkogen in menschlichen Zellen entdeckt [2]. Mittels
vergleichender genomischer Hybridisierung (engl. comparative genomic hybridi-
sation, CGH) konnten 1994 ca. 26 Genorte identifiziert werden, die im Mam-
makarzinom amplifiziert vorlagen [40]. Dazu za¨hlen die drei etablierten Onkoge-
ne ERBB2 auf Chromosom 17q12, MYC auf 8q24 und Cyclin D1 auf 11q13 [2].
Das Proto-Onkogen ERBB2 geho¨rt zur Familie der epidermalen Wachstums-
faktorrezeptoren (engl. epidermal growth factor receptor, EGFR) und kodiert
fu¨r eine Tyrosinkinase (HER2/neu). Diese stimuliert die Zellproliferation u¨ber
den RAS-MAP-Kinase-Signalweg und hemmt die Apoptose u¨ber den mTOR-
Signalweg [41, 42]. HER2/neu spielt wie auch Cyclin D1 eine wichtige Rolle
in der Behandlung und Diagnostik von Brustkrebs [43, 44]. Studien haben ge-
zeigt, dass es in 25-30% aller Mammakarzinome amplifiziert vorliegt [45] und
die U¨berexpression von HER2/neu mit einem aggressiven Kankheitsverlauf mit
schlechter Prognose fu¨r die betroffenen Patientinnen asoziiert ist [46, 47, 48].
A¨hnlich schlechte Prognosen gelten fu¨r die Patientinnen mit einer Amplifika-
tion des Onkogens MYC, das fu¨r das Protein C-Myc kodiert [49, 50, 51, 52].
Das Beispiel MYC zeigt, wie die Amplifikation eines Proto-Onkogens auf die
Zellzykluskontrolle zugunsten einer gesteigerten Proliferation einwirken kann.
Die zuku¨nftige Charakterisierung solcher Proto-Onkogene ist fu¨r die Diagnostik
und Therapie nicht nur des Mammakarzinoms, sondern aller humanen Karzino-
me von großer Bedeutung.
1.2 Die humane Haut
1.2.1 Die Anatomie der humanen Haut
Die Haut (Kutis) gliedert sich in drei Zonen: die a¨ußere Epidermis (epithelialer
Anteil), die darunterliegende Dermis (bindegewebiger Anteil) und die Subku-
tis (Binde- und Fettgewebe). Die Epidermis ist ein verhorntes, mehrschichtiges
Plattenepithel, dessen drei unterste Schichten (Stratum granulosum, Stratum
spinosum und Stratum basale) aus vitalen Keratinozyten bestehen. Keratino-
zyten unterliegen in Abha¨ngigkeit von permanenter Zellmigration von basal
nach superfizial koordinierten Differenzierungsstadien [53]. Dabei liegen Zellen
gleichen Differenzierungsgrades in einer Ho¨he, so dass ein Schichtenbild ent-
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steht (Abbildung 1.8). Die unterste Schicht (Stratum basale), die der Dermis
am na¨chsten liegt, besteht aus einer einzigen Lage von prismatischen Zellen,
die als Keimschicht der Oberhaut fu¨r einen sta¨ndigen Zellnachschub sorgt. Die
Abko¨mmlinge der basalen Stammzellen steigen im Verlauf weiterer Differenzie-
rungsstadien in ho¨here Schichten auf. Die oberste Schicht (Stratum corneum)
setzt sich aus toten Hornzellen (Korneozyten) zusammen, die abgeschilfert und
durch nachru¨ckende Zellen ersetzt werden. Die Zeitspanne von der Neuentste-
hung eines Keratinozyten in der Basalschicht bis zur Abschilferung als Hornzelle
betra¨gt etwa vier Wochen [54]. Die Epidermis stellt eine Diffusionsbarriere dar,
die den Austritt von Wasser sowie das Eindringen hydrophiler Stoffe verhindert.
Abbildung 1.8: Schematische Darstellung der menschlichen Haut. (A) Schemati-
scher und (B) histologischer Querschnitt durch die humane Haut (Quelle: [53]).
Die Dermis (Corium) setzt sich aus zwei Schichten zusammen. Die papilla¨re
Dermis (Stratum papillare) besteht aus lockerem Bindegewebe, das Kollagenfa-
sern, elastische Fasern und Abwehrzellen entha¨lt. Ebenfalls in dieser Schicht be-
finden sich die Nozizeptoren. Die retikula¨re Dermis (Stratum reticulare) verleiht
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der Haut ihre mechanische Widerstandsfa¨higkeit durch ein straffes, geflechtar-
tiges Bindegewebe aus Kollagenfasern und elastischen Fasern. Kollagenfasern
vermitteln die Reißfestigkeit und Dehnbarkeit der Haut, elastische Fasern die
Ru¨ckkehr nach Verformung [55]. Zwischen den Fasern bilden Fibroblasten die
repra¨sentativen Zellen der Dermis [53]. Fasern und Zellen sind in eine gelartige
Grundsubstanz eingebettet und werden zusammen als extrazellula¨re Substanz
bezeichnet. Die Fu¨llsubstanz der Dermis ist ein Gemisch von anionischen Glyko-
saminglykanen und Proteoglykanen, wobei gerade bei den Glykosaminglykanen
die Hyaluronsa¨ure als wichtiger Wasserspeicher der Haut zu nennen ist, der sich
jedoch mit Zunahme des Alters kontinuierlich vermindert [55]. Im Gegensatz zur
Epidermis fu¨hrt die Dermis Blutgefa¨ße, die nicht nur der Versorgung, sondern
auch der Thermoregulation dienen.
1.2.2 Epidemiologie der Dermatosen
Die Haut bildet die Barriere zwischen dem Ko¨rperinneren und seiner Umwelt.
Ihre wichtigste Funktion ist dabei die Interaktion mit und der Schutz gegenu¨ber
der Umwelt [56]. Bedingt durch ihre der Umwelt exponierten Lage reicht das
Spektrum mo¨glicher Einflu¨sse, die ungesund auf die Haut einwirken ko¨nnen,
von chemischen und mikrobiellen Mitteln u¨ber thermale und elektromagnetische
Strahlen bis hin zu mechanischen Verletzungen [57]. Scha¨tzungen zufolge gibt
es ca. 2.000 bis 3.000 Krankheiten der Haut (Dermatosen), wobei jeder Mensch
mindestens einmal im Leben hautkrank wird [55]. Dabei liegt das Hauptgewicht
auf chronischen Hautkrankheiten, wie der Psoriasis, der atopischen Dermatitis
sowie der allergischen Kontaktdermatitis [55]. Dies ist anhand der Ha¨ufigkeiten
der einzelnen Dermatosen belegbar. Etwa 1-3% der Weltbevo¨lkerung leidet an
der Psoriasis [58]. Allein in Deutschland werden ja¨hrlich u¨ber eine halbe Million
Menschen mit Psoriasis ambulant versorgt und es werden ca. 20.000 stationa¨re
Behandlungen durchgefu¨hrt [59]. In den Industriela¨ndern sind ca. 10-20% der
Kinder und 1-3% der Erwachsenen von der atopischen Dermatitis betroffen,
wobei eine steigende Inzidenz zu verzeichnen ist [56]. Noch deutlicher sind die
Zahlen bei der allergischen Kontaktdermatitis. Scha¨tzungen sprechen von 15-
20% der Weltbevo¨lkerung, die betroffen sind [60].
Abgesehen von Tumorerkrankungen ist das Gros der Dermatosen nicht le-
bensgefa¨hrlich, gleichwohl rufen viele einen Leidensdruck fu¨r die Betroffenen
hervor. Dies kann sich in Form starker Schmerzen und Juckreiz, aber auch durch
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Beeintra¨chtigungen der Lebensqualita¨t wie z.B. durch Erwerbsunfa¨higkeit und
Pflegebedu¨rftigkeit a¨ußern. Da Hautkrankheiten oft fu¨r andere Mitmenschen
sichtbar sind, stellt die Scham fu¨r den Patienten auch ein starkes Leid dar [55].
1.2.3 Pathogenese entzu¨ndlicher Dermatosen
Eine Entzu¨ndung ist eine Reaktion auf die Aktivierung der Immunantwort
[61]. Wa¨hrend als klinische Symptome Ro¨tungen, Schmerz, U¨berwa¨rmung so-
wie Schwellung zu nennen sind, zeigt sich die Entzu¨ndungsreaktion histopatholo-
gisch in Form einer Weitstellung der Gefa¨ße und der Infiltration von Entzu¨ndungs-
zellen [62]. Im Folgenden soll auf die Pathogenese der drei prominentesten chro-
nisch entzu¨ndlichen Dermatosen eingegangen werden.
Die allergische Kontaktdermatitis (auch Kontaktekzem oder Kontaktaller-
gie) ist eine Immunantwort des Ko¨rpers auf eine Sensibilisierung mit einem
exogenen Kontaktallergen. Die Intensita¨t ha¨ngt vom Grad der Sensibilisierung
und der Massivita¨t der Exposition ab [55]. Kontaktallergene sind niedermoleku-
lare Chemikalien, die mit Proteinen reagieren mu¨ssen, um immunogen zu wer-
den [63]. Die besondere Eigenschaft von Kontaktallergenen ist ihre Fa¨higkeit,
nicht nur das adaptive Immunsystem, sondern auch das angeborene Immun-
system zu aktivieren [64]. Der Erstkontakt mit dem Allergen (Sensibilisierung)
fu¨hrt zu einer Aktivierung von Immunzellen und Strukturzellen der Haut, wie
Keratinozyten und Fibroblasten. Diese wiederum aktivieren die epidermalen
Langerhans-Zellen und die dermalen dendritischen Zellen, welche das Allergen
zu Kontaktallergen-modifizierten Peptiden prozessieren. Die aktivierten dendri-
tischen Zellen wandern u¨ber die afferente Lymphe in die regionalen Lymph-
knoten und pra¨sentieren dort das Peptid naiven T-Zellen. Diese differenzieren
zu allergenspezifischen Th1 (CD4+)- und zytotoxischen (CD8+)- Effektor- und
Memory-T-Zellen, die im Blut zirkulieren [55, 64]. Bis hierhin treten fu¨r den
Betroffenen keine entzu¨ndlichen Symptome auf. Jeder weitere Kontakt mit dem
Kontaktallergen fu¨hrt dann zu einer Entzu¨ndung. Dabei treten die Memory-T-
Zellen im Kontaktbereich ins Gewebe aus und sorgen sowohl fu¨r eine Zytokin-
ausschu¨ttung (IL-1, IL-2, IFN-α) als auch fu¨r die Amplifikation zytotoxischer
Zellen [55]. Die Ha¨ufigkeit allergischer Kontaktekzeme hat in den letzten Jahren
stark zugenommen. Die Betroffenen leiden an z.T. entstellenden, schmerzhaften
und stark juckenden Hautla¨sionen. Da es sich bei Kontaktallergien ha¨ufig um
Berufskrankheiten handelt, haben die Betroffenen nicht nur unter den gesund-
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heitlichen Aspekten, sondern auch unter Einschra¨nkungen wie Berufsunfa¨higkeit
zu leiden.
Die Psoriasis (Schuppenflechte) tritt in zwei Erscheinungsformen (Psoriasis
vulgaris und Psoriasis pustulosa) auf. Typische Merkmale der ha¨ufigeren Psoria-
sis vulgaris sind begrenzte Ro¨tungen mit silberweißen Schuppen. Im Gegensatz
dazu pra¨gen bei der Psoriasis pustulosa sterile Pusteln das Bild. Die Psoriasis
gilt als immunologische Systemerkrankung, die zu einem hohen Teil genetisch
bedingt ist, aber auch von Umwelteinflu¨ssen abha¨ngt [58]. Die Pathogenese be-
ruht auf einer von Th1-Lymphozyten dominierten Entzu¨ndungsreaktion, die von
epidermaler Hyperproliferation und Differenzierungssto¨rungen begleitet ist [55].
Die befallenen Hautschichten erneuern sich sehr schnell in nur drei bis sieben
Tagen (normal sind 26 bis 27 Tage), wobei neben dem gesto¨rten Aufbau und
der Funktion auch ein Verlust des Stratum granulosum festzustellen ist. Grund
fu¨r die gesteigerte mitotische Aktivita¨t der epidermalen Basalzellen scheint ei-
ne Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3 zu sein [65]. Der Verlauf der
Krankheit ist bei jedem Patienten anders und reicht vom einmaligen Auftreten
bis hin zum lebenslangen Wechsel zwischen starken und schwa¨cheren Erkran-
kungsphasen. Die Erkrankung ist bisher nicht heilbar und ihre Behandlung dient
ausschließlich der Linderung von Beschwerden.
Die atopische Dermatitis, auch bekannt als Neurodermitis, ist eine chroni-
sche Ekzemform [55]. Die Symptome (Ro¨tung, Schwellung der Haut, Na¨ssen
und Krustenbildung) a¨ußern sich bei jedem Patienten in unterschiedlicher Aus-
pra¨gung und verlaufen in Schu¨ben. Die Ursachen der Krankheit sind nicht
vollsta¨ndig gekla¨rt. Allgemein wird von Sto¨rungen der Hautbarrierestrukturen,
einer Th2-vermittelten Immunreaktion, Defekten im angeborenen Immunsystem
und A¨nderungen im Mikrobiom ausgegangen [66]. Insbesondere eine genetische
Disposition scheint ursa¨chlich zu sein, wobei Mutationen im Filaggrin-Gen ent-
deckt wurden, die zu einer verminderten Expression dieses Hautbarriereproteins
fu¨hren [67].
1.3 Die Rolle der extrazellula¨ren Matrix in in-
flammatorischen und malignen Prozessen
Die extrazellula¨re Matrix (ECM) setzt sich aus einem Netzwerk verschiedener
Makromoleku¨le zusammen und ist an der Bildung der Basalmembran sowie dem
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interstitiellen Bindegewebe beteiligt [24]. Dabei wirken Bestandteile der ECM
an der Zellzykluskontrolle, Migration sowie Differenzierung mit [68]. Im gesun-
den Gewebe spielt die ECM eine signifikante Rolle fu¨r den Erhalt der epithe-
lialen Homo¨ostase [69]. Wa¨hrend die ECM in der Haut u.a. fu¨r die Elastizita¨t
und Zugfestigkeit sorgt [70], konnte in der Brust ein Einfluss der ECM auf die
Organisation der Gewebestruktur nachgewiesen werden [71].
Eine Hauptkomponente der ECM ist die Hyaluronsa¨ure (HA) [72], die von
Hyaluron-Synthasen (HAS1, HAS2, HAS3) [73] sowie epithelialen Zellen ge-
bildet wird [74]. HA besteht aus einer Kette sich wiederholender Disaccharid-
Einheiten von β1,4-Glucuronsa¨ure-β1,3-N-acetylglucosaminen und geho¨rt somit
zur Gruppe der Glykosaminglykane (GAG) [75]. Interessanterweise befindet sich
die Ha¨lfte des HA-Spiegels im menschlichen Ko¨rper in der Haut, wo sie in den in-
trazellula¨ren Ra¨umen lokalisiert ist [76] und als Wasserspeicher fungiert [73]. Der
HA wird eine bedeutende Rolle sowohl in inflammatorischen Prozessen als auch
in der Tumorprogression sowie der Metastasierung zugesprochen [72, 77, 68]. Ei-
ne Vielzahl von HA-Bindungsproteinen (engl. hyaluronic acid binding proteins,
HABP) verleihen der HA ein breites Wirkungsspektrum innerhalb dieser biolo-
gischen Prozesse [78]. Dabei kommt HA-Bindungsrezeptoren wie z.B. CD44 eine
besondere Rolle zu [79]. CD44 geho¨rt zur Familie der hyaluronsa¨urebindenden
Hyaladherine und ist als Zelloberfla¨chen-Transmembranprotein an der Zell-Ma-
trix-Adha¨sion beteiligt [2, 80]. Ferner fo¨rdert CD44 neben motilen Fa¨higkeiten
auch das Proliferations- und Apoptoseverhalten von Tumorzellen [81]. In diesem
Kontext wurde speziell im Brustkrebs eine Herauf-Regulation von CD44 detek-
tiert [82]. Daru¨ber hinaus konnte in mehreren Studien eine fundamentale Rolle
von CD44 in inflammatorischen Prozessen herausgestellt werden [83, 84, 85, 86].
Auch Strukturvera¨nderungen der HA spielen eine entscheidende Rolle in bio-
logischen Prozessen. In diesem Zusammenhang konnten mehrere Studien eine
Erho¨hung des HA-Spiegels in entzu¨ndlichen Geweben zeigen [87, 88, 89]. In-
wiefern die HA dabei als Entzu¨ndungsmediator wirken kann, ha¨ngt von ihrem
Molekulargewicht ab [72]. Wa¨hrend hochmolekularer HA (eng. high-molecular-
weight HA, HMW-HA) anti-inflammatorische Eigenschaften zugesprochen wer-
den [90, 91], scheinen degradierte niedermolekulare HA-Fragmente (eng. low-
molecular-weight HA, LMW-HA) eher eine pro-inflammatorische Wirkung zu
besitzen [92, 93, 94]. Verantwortlich fu¨r die Degradation der HA ko¨nnen so-
wohl Enzyme, sogenannte Hyaluronidasen [95], als auch reaktive Sauerstoffspe-
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zies (engl. reactive oxygen species, ROS) sein [96, 97, 98]. Auch im Zuge der
Tumorentwicklung sind molekulare Unterschiede der HA von besonderer Be-
deutung. So lenken niedermolekulare HA-Fragmente die Gentranskription in
Richtung Zell-Migration [79]. Zudem belegen Studien, dass niedermolekulare
HA die Expression von ECM-abbauenden Proteinasen bewirkt [99], wa¨hrend
hochmolekulare HA einen inhibitorischen Effekt auf die Expression solcher Pro-
teine ausu¨bt [100]. Eine Stabilisierung der extrazellula¨ren HA-Strukturen wirkt
sich somit sowohl auf inflammatorische als auch maligne Prozesse positiv aus.
In diesem Zusammenhang wird den Mitgliedern der Inter-α-Trypsin Inhibitor
(ITI)-Proteinfamilie eine stabilisierende Wirkung auf die HA-Strukturen zuge-
sprochen [75].
1.4 Inter-α-Trypsin Inhibitor (ITI)-Proteinfa-
milie
Die Moleku¨le der Inter-α-Trypsin Inhibitor (ITI)-Proteinfamilie sind multifunk-
tionale Proteinkomplexe, die aus zwei verschiedenen, prozessierten Vorla¨ufer-
proteinen zusammengesetzt werden: einer leichten Kette (Bikunin) und ver-
schiedenen homologen schweren Ketten (ITI-heavy chains, ITIHs) [75, 101]. ITIs
repra¨sentieren Serin-Protease-Inhibitoren, die sowohl im Blutkreislauf als auch
in der ECM verschiedenster Organe gefunden wurden [102, 103]. Die leichte
Kette stellt die eigentliche inhibitorische Komponente fu¨r Plasmaproteasen wie
Trypsin und Plasmin dar [104, 105]. Sie besitzt zwei Tandem-artig angeordnete
Kunitz-Typ Doma¨nen, die ihr den Namen Bikunin [106] gaben. Wa¨hrend Biku-
nin von einem einzelnen Gen (alpha-1-microglobulin/bikunin precursor, AMBP)
kodiert wird, sind bis heute fu¨nf homologe schwere Ketten identifiziert. ITIH1,
ITIH3 und ITIH4 liegen benachbart auf Chromosom 3, wohingegen ITIH2 und
ITIH5 benachbart auf Chromosom 10 angeordnet sind [107]. In der Literatur
wird bereits ITIH6, oder auch ITIH5L (inter-α-trypsin inhibitor heavy chain 5
like), aufgelistet [103]. Bislang wurde dieses Gen jedoch in keiner grundlegenden
Arbeit charakterisiert.
Die schweren Ketten besitzen zwei fu¨r ihre Mitglieder charakteristische Doma¨-
nen. Die von Willebrand type-A (vWA)-Doma¨ne besitzt das Potenzial Integrine,
Kollagen, Proteoglykane und Heparin zu binden [108]. Im Gegensatz zur vWA-
Doma¨ne ist das Vorhandensein der vault protein inter-α-trypsin (VIT)-Doma¨ne
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in anderen Proteinen eher selten, was sie zu einer typischen Doma¨ne der ITI-
heavy chains macht [107]. Ihre Funktion ist bisher unbekannt. Die Proteine der
ITI-Familie werden in vielen verschiedenen Geweben exprimiert und assemb-
liert, wobei die Leber als Hauptsyntheseort zu nennen ist [109]. Die Vorla¨ufer-
Proteine unterliegen wa¨hrend der Assemblierung posttranslationalen Modifika-
tionen [110, 75]. Neben der Prozessierung der leichten Kette Bikunin ist auch die
proteolytische Spaltung der schweren Ketten ITIH1, ITIH2 und ITIH3 in ein C-
terminales und N-terminales Segment eine Voraussetzung fu¨r die Bildung einer
funktionellen ITI-Einheit. Die kovalente Bindung zum Bikunin besteht zwischen
der durch eine Proteolyse demaskierten Carboxylgruppe des Aspartats am C-
Terminus des ITIHs und der C-6 Hydroxylgruppe von N-Acetylgalactosaminen
(GalNAc) des Chondroitinsulfats des Bikunins [111, 75].
In den letzten 30 Jahren wurde die Bedeutung der ITI-Moleku¨le in einer
Reihe von physiologischen und pathologischen Bedingungen untersucht. Da-
nach sind ITI-Moleku¨le neben entzu¨ndlichen Prozessen [112, 113] und Gefa¨ß-
erkrankungen [114, 115] auch an der Tumorgenese und Metastasierung von
Sa¨ugerzellen [103] beteiligt. Wa¨hrend entzu¨ndlicher Prozesse ko¨nnen ITI-Mole-
ku¨le als Akute-Phase-Proteine fungieren [75], so z.B. bei der Pankreatitis [116],
der Kolitis [117] oder der Sepsis [118, 119]. Daneben zeigte die Proteinase-
hemmende Aktivita¨t des Bikunins in Studien eine inhibitorische Wirkung auf
das Wachstum und die Metastasierung von Tumorzellen [120, 121, 104]. Zudem
erho¨hte die forcierte Expression von ITIH1 und ITIH3 die Zelladha¨sion in vitro
und erniedrigte die Anzahl der Metastasen in einem Mausmodell in vivo [122].
Yoneda und seinen Mitarbeitern gelang es 1990, ein ca. 85 kDa großes Prote-
in zu entdecken, das als Komplex mit der HA in der extrazellula¨ren Matrix von
dermalen Maus-Fibroblasten vorlag [123]. Das damals neu entdeckte Protein be-
kam die Bezeichnung serum-derived HA-associated protein (SHAP) [123, 101].
1993 konnte dieselbe Arbeitsgruppe zeigen, dass es sich bei SHAP um die schwe-
re Kette (ITIH) der Inter-α-Trypsin Inhibitor-Proteinfamilie handelte [101]. Die
Esterbindung zwischen der HA und der schweren Kette ist a¨quivalent zu der
von ITI-Proteinkomplexen. Durch mehrere in vitro Experimente wurde gezeigt,
dass ein Transfer der schweren Ketten vom Chondroitinsulfat des Bikunins auf
die HA erfolgen kann [101, 124]. Katalysiert wird der Transfer der ITIHs auf die
HA durch das Tumornekrosefaktor stimulierte Gen 6 (TSG-6), ebenfalls bekannt
als Tumornekrosefaktor-α induziertes Protein 6 (TNFAIP6) [125]. Wa¨hrend der
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Assemblierung des Transesters bildet TNFAIP6 einen stabilen Komplex mit den
ITIHs sowie der HA und beschleunigt damit als katalytischer Faktor den Trans-
fer der ITIHs [126]. Die Bindung von ITIHs an die HA bewirkt eine Vernetzung
zu stabilen Fibrillen, den sogenannten cable-like structures [75]. Daraus ergibt
sich eine Stabilisierung der ECM, die wiederum eine wichtige Rolle in zellula¨ren
und pathologischen Prozessen wie Entzu¨ndung, Tumorinvasion und Metastasie-
rung spielt [102].
In Entzu¨ndungen konnte ein Anstieg der ITIH-HA-Komplexe nachgewiesen
und mit potenzieller anti-inflammatorischer Wirkung assoziiert werden [127,
128]. Neuere Studien vermuten zudem, dass die Esterbindung zwischen der
HA und den ITIHs die CD44-HA-Interaktion modifiziert und mo¨glicherweise
spezifische Signaltransduktionswege in der Zelle vera¨ndert [129]. Interessanter-
weise zeigen CD44 transfizierte Jurkat-Zellen (urspru¨nglich CD44-negativ) eine
versta¨rkte Adha¨sion an ITIH-HA-Komplexe und beeinflussen so mo¨glicherweise
die Migration von leukozyta¨ren Zellen [130]. Dabei scheint eine CD44-vermittelte
Erho¨hung der Affinita¨t sowie Avidita¨t der Leukozyten an die HA ursa¨chlich zu
sein [72, 131, 130]. Zudem wird der Bindung der schweren Ketten an die HA auch
in malignen Prozessen eine besondere Rolle zugesprochen [132]. Dabei zeigt die
ITIH-HA-Komplex bedingte Stabilisierung der ECM eine invasionssuppressive
Wirkung [75].
1.4.1 Inter-α-Trypsin Inhibitor Heavy Chain 5 (ITIH5)
Mithilfe bioinformatischer Analysen identifiziert, wurde ITIH5 im Jahr 2004
erstmalig kloniert und als neues Mitglied der ITI-Genfamilie beschrieben [107].
ITIH5 ist auf Chromosom 10p15 lokalisiert. Das 942 Aminosa¨uren große Po-
lypeptid entha¨lt die vault protein inter-α-trypsin (VIT)-Doma¨ne, die von Wil-
lebrand type-A (vWA)-Doma¨ne sowie die inter-α-trypsin-inhibitor-heavy-chain-
C-terminus (ITI-HC-C)-Doma¨ne. Ein 18 Aminosa¨uren langes Signalpeptid am
N-Terminus dient der Sekretion in den extrazellula¨ren Raum [107]. Abbildung
1.9 zeigt eine topologische Skizze von ITIH5.
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Abbildung 1.9: Genomische Organisation und Doma¨nenstruktur von ITIH5. Der
Doppelkopfpfeil oben zeigt die Spannweite des Gens. Die schwarzen Rechtecke stehen fu¨r die 14
Exons. Die Linien zwischen den Exons deuten die Introns an. Die Doma¨nen der Proteinstruk-
tur sind farblich gekennzeichnet. Gelb: Signalpeptid (SP); blau: VIT-Doma¨ne; orange: vWA-
Doma¨ne; gestrichelt: Spaltstelle (engl. cleavage site, CS); grau: ITI-heavy-chain-C-terminus-
Doma¨ne (ITI-HC-C). Der Doppelkopfpfeil unten gibt die Gro¨ße des gesamten Proteins an
(Quelle: vera¨ndert nach [107]).
Wa¨hrend der Hauptsyntheseort von ITIH1, ITIH2, ITIH3 und ITIH4 die
Leber ist, zeigt ITIH5 eine starke Protein-Expression in der Plazenta [107].
Das biologische Wirkungsspektrum von ITIH5 konnte bisher noch nicht ent-
schlu¨sselt werden. Die Anzahl der bis dato publizierten Vero¨ffentlichungen zu
ITIH5 ist gering. Forschungsdaten deuten dabei auf eine wesentliche Rolle von
ITIH5 bei der Tumorrepression des Mammakarzinoms [133, 107]. In einer voran-
gegangenen Studie der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass eine ITIH5 -
Promotormethylierung, welche funktionell mit einem ITIH5 -mRNA-Verlust as-
soziiert ist, bei Brustkrebspatientinnen mit einem verku¨rzten U¨berleben einher-
geht [134]. Zusa¨tzlich ist die Herab-Regulation von ITIH5 beim Mammakarzi-
nom mit Eigenschaften der Lymphknoten- und Fernmetastasierung assoziiert
[134]. Neue Daten der Arbeitsgruppe konnten zudem ITIH5 als neues, puta-
tives Tumorsuppressorgen im Urothelkarzinom charakterisieren [135]. Studien
anderer Arbeitsgruppen zeigten ferner, dass die Herab-Regulation von ITIH5
mit dem progressiven Verlauf des Urothel- und Schilddru¨senkarzinoms assozi-
iert ist [136, 137]. Daneben deutet eine ku¨rzlich vero¨ffentlichte Publikation eine
Funktion von ITIH5 beim Fettsa¨urestoffwechsel an [138].
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1.5 Ziele der Arbeit
Im Laufe der letzten drei Jahrzehnte wurde die Bedeutung der Inter-α-Trypsin
Inhibitor Heavy Chain (ITIH)-Proteinfamilie unter einer Reihe von physiologi-
schen und pathologischen Bedingungen untersucht. Verschiedene der heute be-
kannten schweren Ketten konnten dabei mit der Suppression von Entzu¨ndungen
und der Tumorentwicklung in Verbindung gebracht werden. Die Rolle von ITIH5
als neuestes Mitglied der ITIH-Proteinfamilie sollte in biologischen Prozessen
der Brust und der Haut untersucht werden.
Forschungsdaten der Arbeitsgruppe deuteten auf eine tumorsuppressive Funk-
tion von ITIH5 im Mammakarzinom hin. Ausgehend davon war ein Ziel dieser
Arbeit das funktionelle Wirkungsspektrum von ITIH5 im Mammakarzinom an-
hand definierter in vitro und in vivo Tumormodelle na¨her zu charakterisieren.
Zu diesem Zweck sollte zuna¨chst ITIH5 stabil in der luminalen MCF7- und der
basalen BT-549-Mammakarzinomzelllinie reexprimiert werden. Mithilfe dieser
gain-of-function Brustkrebsmodelle sollte die Wirkung der forcierten Expression
von ITIH5 in den Brustkrebszellen anhand funktioneller in vitro Analysen hin-
sichtlich tumorassoziierter Fa¨higkeiten wie der Proliferation, Kolonienbildung,
Zell-Matrix-Adha¨sion, Migration und der Apoptose untersucht werden. Deswei-
teren stellte sich die Frage, ob auch ein rekombinantes ITIH5-Protein Effekte
auf das Wachstum von Brustkrebszellen hervorrufen kann. Neben den umfang-
reichen in vitro Studien sollte in einem na¨chsten Schritt die tumorsuppressive
Wirkung von ITIH5 in einem in vivo Xenograft-Modell unter physiologischen
Bedingungen analysiert werden.
Zur Untersuchung der biologischen Funktion von ITIH5 stand erstmalig ein
ITIH5-Knockout-Mausmodell zur Verfu¨gung. In einem ersten Schritt galt es
den funktionellen Verlust von ITIH5 zu validieren und eine Zucht aufzubauen.
Um die Auswirkungen des ITIH5-Verlustes auf den lebenden Organismus zu
untersuchen, mussten umfangreiche pha¨notypische Analysen durchgefu¨hrt wer-
den. Dabei sollte neben der Dokumentation a¨ußerlicher Auffa¨lligkeiten auch das
Ko¨rpergewicht sowie Blut- und Serumparameter von ITIH5-Knockout-Ma¨usen
im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen bestimmt werden.
Obgleich in vielen Organen exprimiert und untersucht, wurde das Express-
ionsprofil der ITIH-Proteine in humaner Haut bis heute nicht grundlegend er-
forscht. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war demnach zuna¨chst eine Expressi-
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onsanalyse der fu¨nf schweren Ketten in der Haut. Aufbauend auf diesen Daten
sollte eine Lokalisation der ITIH5-Expression mithilfe Real-Time PCR- sowie
Western-Blot-basierter Analysen in der humanen Haut erfolgen. Ausgehend von
der Vermutung einer mo¨glichen Beteiligung an inflammatorischen Prozessen soll-
te das Expressionsmuster von ITIH5 zusa¨tzlich in entzu¨ndlichen Hauterkrankun-
gen untersucht werden. In einem weiteren Schritt galt es im ITIH5-Knockout-
Mausmodell die Auswirkungen des ITIH5-Verlustes auf die Haut der Tiere zu
analysieren. Zusa¨tzlich sollten mit Hautzellen der Tiere dreidimensionale in vi-
tro Hautmodelle generiert werden. Mithilfe der ITIH5-Knockout-Ma¨use sollte
zudem im Tiermodell der allergischen Kontaktdermatitis die Bedeutung von
ITIH5 auf inflammatorische Prozesse der Haut untersucht werden.
Zusammenfassend sollte in dieser Arbeit die Charakterisierung der biologi-
schen Wirkungsweise von ITIH5 im Mammakarzinom erweitert und daneben
ITIH5 als neues Moleku¨l der humanen Haut charakterisiert sowie eine mo¨gliche
Beteiligung in entzu¨ndlichen Prozessen der Haut erforscht werden. Die Erkennt-
nisse dieser Arbeit ko¨nnten zum einen zu einem besseren Versta¨ndnis der Rolle
von ITIH5 im Mammakarzinom dienen und zum anderen neue Ansa¨tze in der
Erforschung entzu¨ndlicher Hauterkrankungen liefern.
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Kapitel 2
Material und Methoden
2.1 Patientenmaterial
2.1.1 Formalinfixiertes paraffineingebettetes Gewebe
Fu¨r die immunhistochemischen Analysen der Expression von ITIH5 in entzu¨nd-
lichen Hauterkrankungen wurde ein Proben-Kollektiv zusammengestellt, beste-
hend aus sieben Proben normaler Haut, zwo¨lf Proben der Psoriasis und jeweils
sechs Proben der atopischen Dermatitis sowie der allergischen Kontaktderma-
titis. Alle Pra¨parate wurden aus der Hautklinik der Uniklinik RWTH Aachen
bezogen und waren durch einen histologischen Befund gesichert. Die Auswahl
der Proben richtete sich dabei nach ihrer Verfu¨gbarkeit in der Hautklinik. Nach
der Geweberesektion wurden die Proben in Formalin fixiert und in Paraffin ein-
gebettet. Fu¨r die immunhistochemischen Anfa¨rbungen wurden Gewebeschnitte
in einer Dicke von 4 µm angefertigt.
2.2 Zelllinien
2.2.1 Humane prima¨re Hautzellen
Prima¨rzellen sind isolierte Zellen, die aus einem unmittelbar zuvor noch intakten
Organ bzw. Gewebe stammen. Gegenu¨ber permanenten immortalisierten Zell-
linien, die etabliert sind, haben sie den Vorteil, dass sie das in vivo Verhalten
der Zellen besser widerspiegeln [139].
Prima¨re Hautzellen wurden aus Biopsien, die in der Hautklinik der Uniklinik
RWTH Aachen entnommen wurden, isoliert. Die frisch entnommenen Hautbi-
opsien wurden zuna¨chst von eventuellen Fettresten und Blutgewebe mit einem
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Skalpell befreit. Um epidermale Keratinozyten und dermale Fibroblasten zu ge-
winnen, mussten die beiden entsprechenden Hautschichten enzymatisch mithilfe
eines Dispase-Verdaus voneinander getrennt werden. Dazu wurde die Haut fu¨r
zehn Sekunden in 70% EtOH gelegt und anschließend dreimal fu¨r 15 Minuten
in PBS (versetzt mit 1% Penicillin/Streptomycin, 0,1% Gentamycin und 0,1%
Amphotericin B) gewaschen. Im Anschluss wurde die Haut in du¨nne Streifen
geschnitten und in Dispase (versetzt mit 1% Penicillin/Streptomycin, 0,1% Gen-
tamycin und 0,1% Amphotericin B) u¨.N. bei 4◦C inkubiert. Am folgenden Tag
wurden die Hautstreifen in Dispase fu¨r 30 bis 120 Minuten bei 37◦C und 5%
CO2 inkubiert. Die Haut wurde abschließend kurz in PBS gespu¨lt und es folgte
die Trennung der Epidermis von der Dermis mithilfe einer Pinzette. Zur Iso-
lation prima¨rer Keratinozyten wurde die Epidermis in eine Petrischale, gefu¨llt
mit 10 ml Trypsin/EDTA, eingelegt und mit einem Skalpell in kleine Stu¨cke
getrennt. Diese wurden fu¨r 30 Minuten bei 37◦C und 5% CO2 im Brutschrank
inkubiert. Wa¨hrend der Inkubation wurden die einzelnen Epidermis-Stu¨cke vor-
sichtig mit einer Pinzette durchmischt, um Einzelzellsuspensionen zu erhalten.
Im Anschluss wurde das Trypsin durch Zugabe von 10 ml TNS (Trypsin Neu-
tralising Solution, Lonza) neutralisiert und die Suspension durch ein Zellsieb
(70 µm Porengro¨ße) in ein 50 ml Gefa¨ß u¨berfu¨hrt. Abschließend wurde die Ein-
zelzellsuspension durch einen Zentrifugationsschritt bei 1.200 U/min fu¨r fu¨nf
Minuten sedimentiert und der U¨berstand verworfen. Das Zellpellet wurde in
10 ml Keratinozytenmedium (DermaLife K, Life Technologies, Paisley, Schott-
land, UK) aufgenommen, in einer Petrischale ausgesa¨t und bei 37◦C und 5%
CO2 inkubiert. Fu¨r die Isolation der dermalen Fibroblasten wurde die Dermis
mit einem Skalpell in kleine Stu¨cke getrennt und fu¨r drei Stunden in 15 ml Kolla-
genaselo¨sung (Kollagenase Typ 1A, 100 U/ml) bei 37◦C und 5% CO2 inkubiert.
Hierbei entstand eine Einzellzellsuspension, welche anschließend in 35 ml Fi-
broblastenmedium (DMEM high Glucose, Life Technologies) aufgenommen und
durch ein Zellsieb (70 µm Porengro¨ße) filtriert wurde. Es folgte eine Zentrifuga-
tion bei 1.200 U/min fu¨r fu¨nf Minuten, das Verwerfen des U¨berstandes und die
Aufnahme des Zellpellets in 15 ml Fibroblastenmedium. Die Zellen wurden in
einer Petrischale ausgesa¨t und bei 37◦C und 5% CO2 inkubiert.
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2.2.2 Murine prima¨re Hautzellen
Zur Erstellung muriner dreidimensionaler Hautmodelle (Kapitel 2.21.10) wur-
den murine prima¨re Keratinozyten und Fibroblasten sowohl aus der Haut von
ITIH5-Knockout-Ma¨usen als auch von Wildtyp-Ma¨usen entnommen. Zur jewei-
ligen besseren Kultivierung wurden Keratinozyten aus Mausembryonen und Fi-
broblasten aus adulten Tieren isoliert. Die Isolation der Keratinozyten aus den
Embryonen erfolgte dabei in a¨hnlicher Weise wie die Isolation humaner Hautzel-
len (Kapitel 2.2.1). Die kompletten Embryonen wurden fu¨r 10 Sekunden in 70%
EtOH gelegt und anschließend dreimal fu¨r 15 Minuten in PBS (versetzt mit 1%
Penicillin/Streptomycin und 0,1% Amphotericin B) gewaschen. Im Anschluss
wurden die Embryonen in 10 ml Trypsin/EDTA eingelegt und mit einem Skal-
pell in kleine Stu¨cke getrennt. Diese wurden fu¨r 15 Minuten bei 37◦C und 5%
CO2 im Brutschrank inkubiert. Wa¨hrend der Inkubation wurden die einzelnen
Stu¨cke vorsichtig mit einer Pinzette durchmischt, um Einzelzellsuspensionen zu
erhalten. Nach Zugabe von 10 ml Keratinozytenmedium wurde die Suspension
durch ein Zellsieb (70 µm Porengro¨ße) in ein 50 ml Gefa¨ß u¨berfu¨hrt. Abschlie-
ßend folgte ein Zentrifugationsschritt bei 1.200 U/min fu¨r fu¨nf Minuten und
das Verwerfen des U¨berstandes. Das Zellpellet wurde in Kollagen Typ 1 be-
schichteten Petrischalen mit 10 ml Keratinozytenmedium ausgesa¨t. Die Zellen
wurden bei 37◦C und 5% CO2 inkubiert. Fu¨r die Isolation von Fibroblasten aus
der Haut adulter Ma¨use wurde analog zur Isolation aus humaner Haut (Kapitel
2.2.1) verfahren.
2.2.3 Humane Zelllinien
In der vorliegenden Arbeit wurden folgende humane Zelllinien verwendet: HEK
293T, MDA-MB-231, BT-549, T47D, BT-20, MCF7 und MCF10A. Alle Zellli-
nien wurden von der American Type Culture Collection (ATCC; Rockville, MD,
USA) bezogen und wie vom Anbieter empfohlen kultiviert. Zur Vermeidung
von Kontamination mit Mycoplasmen wurden alle Zelllinien in dreimonatigen
Absta¨nden auf Mycoplasmen getestet und im Falle einer Kontamination elimi-
niert. Die Tabellen 2.1 und 2.2 geben einen U¨berblick u¨ber die Ursprungsgewebe
der verwendeten Zelllinien.
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Tabelle 2.1: Ursprungsgewebe der verwendeten humanen Brustzelllinien
Zelllinie Ursprungsgewebe
MCF10A benigne Vera¨nderung der Brust
MDA-MB-231 Adenokarzinom, pleurale Effusion
BT-549 duktales Karzinom
T47D duktales Karzinom, pleurale Effusion
BT-20 invasiv duktales Karzinom
MCF7 Adenokarzinom, pleurale Effusion
Tabelle 2.2: Ursprungsgewebe der verwendeten humanen Nierenzelllinien
Zelllinie Ursprungsgewebe
HEK 293T embryonale Nierenzelle
2.3 Bakteriensta¨mme
Tabelle 2.3: Verwendete Bakteriensta¨mme
Zellstamm Genotyp Firma
E.coli JM83 araλ(lac-proAB) rpsL(StrR)
[φ80d/ acλ (lacZ)M15] thi
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
2.4 Versuchstiere
2.4.1 Balb/c (nu/nu) Nacktmaus
Fu¨r die Untersuchung des Wirkungsspektrums von ITIH5 in einem in vivo Tu-
morgenesemodell (Kapitel 2.21.7) wurden weibliche Nacktma¨use des Stammes
Balb/c (nu/nu) verwendet. Die besondere Eigenschaft dieses Mausstammes fu¨r
Xenograft-Experimente liegt in seiner Immunsuppression. Die Tiere sind auf-
grund des Fehlens ihres Thymus defizient fu¨r die Ausbildung von T-Zellen.
Vier Wochen alte Tiere wurden eine Woche vor Versuchsbeginn von der Firma
Charles River (L’ A`rbresle, Frankreich) bezogen und in den Ra¨umen des Institu-
tes fu¨r Versuchstierkunde der Uniklinik RWTH Aachen unter standardisierten
und mo¨glichst sterilen Bedingungen gehalten. Die Tierexperimente wurden in
U¨bereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz durchgefu¨hrt. Im Vorfeld
wurden die Versuche beim Landesamt fu¨r Umwelt, Natur und Verbraucherschutz
(LANUV, NRW) angezeigt und durch die Beho¨rde genehmigt.
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2.4.2 ITIH5-Knockout-Maus
Knockout-Ma¨use sind genetisch vera¨nderte Tiere, bei denen gezielt ein Gen aus-
geschaltet wurde. Dieses Verfahren erlaubt die biologische Funktion des ausge-
schalteten Gens im lebenden Organismus zu untersuchen. Die Generierung des
ITIH5-Knockout-Mausmodells erfolgte durch die Firma Taconic (Ko¨ln). Die von
der Firma angewendete Strategie fu¨r einen konstitutiven, d.h. einen im gesamten
Organismus vorliegenden Knockout des murinen ITIH5 -Gens, ist schematisch in
Abbildung 2.1 dargestellt und soll im Folgenden beschrieben werden. Das murine
ITIH5 -Gen ist auf Chromosom 2 lokalsiert und besteht aus 14 Exons. Im Zuge
eines homologen Rekombinationsmechanismus wurden Exon 1 (beinhaltet das
Startcodon) und eine stromaufwa¨rts gelegene 5 kb große Region (beinhaltet den
Promotorbereich) deletiert. Dazu wurden in einem ersten Schritt embryonale
Stammzellen aus Blastozysten von Spendertieren entnommen und in vitro ver-
mehrt. Im Anschluss wurde ein klonierter Inaktivierungsvektor durch Elektropo-
ration in die Stammzellen eingebracht und durch den Mechanismus der homolo-
gen Rekombination in das Erbgut der Zellen integriert. Zur Gewa¨hrleistung und
U¨berpru¨fung der korrekten Integration wurde die Inaktivierungssequenz mit drei
Eigenschaften ausgestattet. Zum intakten Gen homologe Sequenzen sorgten fu¨r
den Einbau an der richtigen Stelle im Ergbut der Zellen. Ein positiver Selektions-
marker (Puromycinresistenz) ermo¨glichte die Selektion derjenigen Zellen, die die
Inaktivierungssequenz in ihrem Erbgut eingebaut hatten. Demgegenu¨ber wurde
ein negativer Selektionsmarker (Thymidinkinase des Herpes-simplex-Virus, Tk)
nur dann in das Erbgut der Zellen integriert, wenn eine zufa¨llige oder mehrfache
Integration ohne homologe Rekombination stattfand und der Einbau somit an
einer falschen Stelle erfolgte. Eine Behandlung mit dem Virostatikum Ganciclo-
vir u¨berlebten somit nur Zellen mit korrekt integrierter Sequenz. Die letztendlich
auf diese Weise genetisch vera¨nderten Stammzellen wurden mittels Microinjekti-
on in Blastozysten eingefu¨hrt und diese in scheinschwangere Ma¨use implantiert.
Die Leihmuttertiere trugen infolgedessen chima¨re Tiere aus, welche aus genetisch
unterschiedlichen Zellen bestanden – einerseits Zellen mit dem urspru¨nglichen
Erbgut und andererseits solche mit dem vera¨nderten Erbmaterial. Die Erzeu-
gung erster heterozygoter ITIH5-Knockout-Ma¨use erfolgte durch eine Kreuzung
der chima¨ren Tiere mit entsprechenden Wildtyp-Ma¨usen. Diese enthielten das
Gen fu¨r die Rekombinase Flippase (Flp). Durch das Flp/FRT-System wurde
so der eingesetzte positive Selektionsmarker in den Nachkommen wieder ent-
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fernt. Zwei weibliche und zwei ma¨nnliche heterozygote ITIH5-Knockout-Tiere
wurden von Taconic geliefert und fu¨r den Aufbau einer Zucht im Institut fu¨r
Versuchstierkunde der Uniklinik RWTH Aachen verpaart.
Abbildung 2.1: Schema zum Herstellungsverfahren der ITIH5-Knockout-Maus.
Der obere Teil der Abbildung zeigt eine schematische Darstellung des murinen ITIH5 -Gens
bestehend aus 14 Exons. Durch eine homologe Rekombination mit einem ku¨nstlich erzeug-
ten Inaktivierungsvektor wurden Exon 1 und eine stromaufwa¨rts gelegene 5 kb Region des
ITIH5 -Gens im Ergbut muriner Stammzellen durch ein Puromycinresistenz-Gen (PuroR) er-
setzt. Dieses diente zur positiven Selektion der vera¨nderten Stammzellen. Die erfolgreiche
homologe Rekombination wurde durch die Thymidinkinase (Tk) als negativer Selektionsmar-
ker u¨berpru¨ft. Da das Puromycinresistenz-Gen von Erkennungsstellen fu¨r die Rekombinase
Flippase flankiert wurde, konnte es durch die Kreuzung mit Flp-Ma¨usen entfernt werden.
2.5 Gera¨te, Chemikalien und Lo¨sungsmittel
2.5.1 Gera¨te
Tabelle 2.4: Verwendete Gera¨te
Gera¨t Hersteller
ABI PRISM 7000 Sequence Detection
System
Applied Biosystems, Weiterstadt
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
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Gera¨t Hersteller
Absaugflasche Vacusafe comfort IBS Integra Biosciences, Fernwald
Axiovert 200 Mikroskop Zeiss, Jena
Blotkammer Mini-PROTEAN 3 Cell Bio-Rad, Mu¨nchen
Brutschrank (20% O2, 5% CO2, 37
◦C) Heraeus/Kendro, Du¨sseldorf
CASY 1 Scha¨rfe System, Reutlingen
CCD Kamera MORADA Olympus, Hamburg
Cryo 1◦C Freezing Container
”
Mr.
Frosty“
Nalgene, Thermo Fisher Scientific
INC., USA
Digitalkamera Power Shot Canon, Krefeld
Digital pH-Meter Knick, Berlin
Easypet Pipettierhilfe Eppendorf, Wesseling
Elektrophoresegera¨t Blue Marine 100 Serva, Heidelberg
Elektrophoresegera¨t Sub-Cellr GT Bio-Rad, Mu¨nchen
Elektroporator Gene Pulserr II Bio-Rad, Mu¨nchen
ELISA-Reader infinite M200 Tecan, Ma¨nnedorf, Schweiz
Eppendorf Research Pipetten Eppendorf, Wesseling
Eppendorfzentrifuge 5415C (Rotor:
UE001)
Eppendorf, Wesseling
Gel Jet Imager Intas, Go¨ttingen
Gelkammer Novex Mini Cell Invitrogen, Karlsruhe
Kryotom HM560 Microm Laborgera¨te, Walldorf
Ku¨hlzentrifuge Eppendorf, Wesseling
Labor-pH-Meter 765 Knick, Berlin
Laborwaage Sartorius, Go¨ttingen
Light Cycler iQ5 Bio-Rad, Mu¨nchen
Magnetru¨hrer MR2002 Heidolph, Schwabach
Megafuge 1.0 (Rotor: BS4402/A) Heraeus/Kendro, Du¨sseldorf
NanoDropTM ND1000 PeqLab Biotechnologie, Erlangen
Optimax X-ray film processor Protec Medizintechnik, Oberstenfeld
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena
Reinraumwerkbank Hera Safe Heraeus/Kendro, Du¨sseldorf
Schlittenmikrotom Hn40 Reichert-Jung, USA
Schu¨ttler MTS4 IKA-Werke, Staufen
Sonifiziergera¨t Bandlin SONOPLUS
HD2070
Bandelin electronic, Berlin
Spektrophotometer NanoDropr 1000 PeqLab Biotechnologie, Erlangen
Stromversorgungsgera¨t Gibco/BRL, Eggenstein
Thermal Cycler PTC-200 MJ Research, Waltham, USA
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
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Gera¨t Hersteller
Thermomixer compact Eppendorf, Wesseling
Tischzentrifuge 4515D Eppendorf, Wesseling
TomoScope 30s Duo CT Imaging, Erlangen
UV-Bank HV Mini LaminAir, Holten
Vortex REAX top Heidolph, Schwabach
Wasserbad GFL, Burgwedel
Wipptisch Polymax 1040 Heidolph, Schwabach
2.5.2 Chemikalien
Sofern nicht anders aufgelistet wurden alle Chemikalien in Analyse-Grad oder
in der reinsten erwerbbaren Form verwendet. Nicht aufgefu¨hrte Chemikalien
wurden von den Firmen Merck und Sigma-Aldrich bezogen oder sind im ent-
sprechenden Methoden-Teil aufgelistet.
Tabelle 2.5: Verwendete Chemikalien
Chemikalie Hersteller
Agarose Biozym, Oldendorf
Aluminiumkaliumsulfat Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Aminosa¨uren, nicht essentiell Invitrogen, Karlsruhe
Ammoniumsulfat Merck, Darmstadt
Amphotericin B PAA, Co¨lbe
Ampicillin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Bacto-Agar Roth, Karlsruhe
Bacto-Trypton Invitrogen, Karlsruhe
Borsa¨ure Merck, Darmstadt
Bromphenolblau Merck, Darmstadt
Collagenase Typ 1A Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Casyton Scha¨rfe System, Reutlingen
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Roth, Karlsruhe
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Dinatriumhydrogenphosphat Fluka, Neu-Ulm
Dithiothreitol (DTT) AppliChem, Darmstadt
ECLTM Western-Blot Reagenzien Amersham Bioscience, Freiburg
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
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Chemikalie Hersteller
Ethylendiamintetraessigsa¨ure (EDTA) Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Formamid Merck, Darmstadt
Fo¨tales Ka¨lberserum (FKS) Seromed Biochrom, Deisenhofen
Fugene HD Promega, Mannheim
Gene RulerTM 100 bp DNA Leiter Fermentas, St. Leon-Rot
Geneticin Invitrogen, Karlsruhe
Gentamycin Invitrogen, Karlsruhe
Glycerin Merck, Darmstadt
Glycin Roth, Karlsruhe
Hefeextrakt Serva, Heidelberg
Imidazol Roth, Karlsruhe
Insulin Novo Nordisk, Bagsvaerd, Da¨nemark
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt
Kristallviolett Merck, Darmstadt
L-Glutamin PAA, Co¨lbe
Magermilchpulver Merck, Darmstadt
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Methylenblau Merck, Darmstadt
Natriumacetat Merck, Darmstadt
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Natriumdihydrogenphosphat Fluka, Neu-Ulm
Natriumpyruvat Invitrogen, Karlsruhe
Ni-NTA Agarose Qiagen, Hilden
NuPager MOPS-Laufpuffer 20x Invitrogen, Karlsruhe
NuPager Sample Buffer 4x Invitrogen, Karlsruhe
Penicillin/Streptomycin Biochrom, Berlin
Ponceau S Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sodiumdodecyl-Sulfat (SDS) Calbiochem, Merck, Darmstadt
Tissue-Tek Sakura Finetek, Staufen
Trisbase Merck, Darmstadt
2,4,6-Trinitrochlorbenzol (TNCB) SelectLab, Bo¨nen
Triton X Sigma-Aldrich, Deisenhofen
TRIzolr Invitrogen, Karlsruhe
Trypsin Biochrom, Berlin
Trypsin Neutralising Solution (TNS) Lonza, Verviers, Belgien
Tween 20 Roth, Karlsruhe
Vitamine Invitrogen, Karlsruhe
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
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Chemikalie Hersteller
Vitrocludr Langenbrinck, Emmendingen
Xylencyanol Roth, Karlsruhe
2.5.3 Lo¨sungsmittel
Tabelle 2.6: Verwendete Lo¨sungsmittel
Lo¨sungsmittel Hersteller
Aceton Merck, Darmstadt
Chloroform Merck, Darmstadt
Ethanol Merck, Darmstadt
Formaldehyd Merck, Darmstadt
Isopropanol Merck, Darmstadt
Methanol Merck, Darmstadt
Xylol Merck, Darmstadt
2.6 Puffer und Lo¨sungen
Alle Puffer und Lo¨sungen wurden mit H2O-bidest. hergestellt und wenn notwen-
dig sterilfiltriert oder autoklaviert. Nicht aufgefu¨hrte Puffer und Lo¨sungen sind
im Methodenteil beschrieben oder wurden durch kommerzielle Puffer ersetzt.
Tabelle 2.7: Allgemeine Puffer und Lo¨sungen
Puffer Komponenten
DEPC-H2O 0,1% (w/v) DEPC in H2O; u¨. N. geru¨hrt;
autoklaviert
10x TBS-Puffer 0,9% NaCl; 20 mM Tris HCl (pH 7,4)
TBST-Puffer 1x TBS-Puffer; 1% Tween 20
10x PBS-Puffer 160 mM Na2HPO4; 40 mM NaH2PO4; 1,5 M NaCl
(pH 7,5)
10x TBE-Puffer 890 mM Tris; 20 mM EDTA; 890 mM Borsa¨ure
(pH 8,3)
Mayers Ha¨malaun-Lsg. 1 g Ha¨matoxylin; 1 l H2O; 200 mg Na-Iodat; 50 g
Aluminiumkaliumsulfat; 50 g Chloralhydrat; 1 g Zi-
tronensa¨ure
Eosin-Lsg. 1 g Eosin in 100 ml H2O
Tris-EDTA Puffer 100 mM Tris-HCl; 10 mM EDTA; ad. 1 l H2O; (pH
9,0)
Trypsin-EDTA-Lo¨sung 0,05% Trypsin; 0,02% EDTA in PBS
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Tabelle 2.8: Puffer und Lo¨sungen fu¨r die Agarosegel-Elektrophorese
Puffer Komponenten
Agarose-Lo¨sung 1,5-2% (w/v) Agarose in 1x TBE-Puffer
Ethidiumbromid-Lo¨sung 35 µl Ethidiumbromid-Stammlo¨sung (10 mg/ml) in
1 l 1x TBE-Puffer (350 µg/l)
5x Ladepuffer 2,5 mM Tris-HCl (pH 8,0); 50 mM EDTA (pH 8,0);
90% Glycerin; 0,01% Bromphenolblau; 0,01% Xylen-
cyanol
Tabelle 2.9: Puffer fu¨r Western-Blot
Puffer Komponenten
NuPage Lysepuffer 2,8 ml H2O; 1 ml 4x NuPage Sample Buffer; 200 µl
1 M DTT
MOPS-Laufpuffer 20 ml 20x NuPage MOPS Laufpuffer in 950 ml H2O
Transfer-Puffer 3,02 g Tris; 14,42 g Glycin; 200 ml Methanol in 1 l
H2O
Ponceau S-Lo¨sung 0,5 g Ponceau S in 1 ml Eisessig auf 100 ml mit Aqua
dest. aufgefu¨llt
Tabelle 2.10: Puffer und Lo¨sungen fu¨r die funktionellen in vitro Experimente
Puffer Komponenten
Kristallviolett-
Fixierlo¨sung
0,25 g Kristallviolett; 10 ml Formaldehyd; 10 ml
H2O; 80 ml Methanol
0,1% Kristallviolett- 0,1 g Kristallviolett; 100 ml H2O
Lo¨sung
Tabelle 2.11: Puffer fu¨r die Proteinaufreinigung und Umpufferung
Puffer Komponenten
4x Inkubationspuffer 200 mM NaH2PO4 (pH 8,0); 1,2 M NaCl; 40 mM
Imidazol (pH 7,0)
1x Inkubationspuffer 50 mM NaH2PO4 (pH 8,0); 300 mM NaCl; 10 mM
Imidazol (pH 7,0)
Elutionspuffer 50 mM NaH2PO4 (pH 8,0); 300 mM NaCl; 250 mM
Imidazol (pH 7,0)
Tabelle 2.12: Puffer fu¨r die DNA-Isolation aus Schwanzspitzenbiopsien
Puffer Komponenten
Tail-Lysis Buffer 50 mM Tris-HCl (pH 8,0); 100 mM EDTA (pH 8,0);
100 mM NaCl; 1% SDS auf 500 ml mit Aqua dest.
auffu¨llen
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2.7 H&E-Fa¨rbungen
Tabelle 2.13: Puffer und Lo¨sungen fu¨r H&E-Fa¨rbungen
Puffer Komponenten
Mayers Ha¨malaun-Lo¨sung 1 g Ha¨matoxylin in 1 l H2O lo¨sen; 200 mg Na-Iodat
und 50 g Aluminiumkaliumsulfat zugeben; nach dem
Lo¨sen 50 g Chloralhydrat und 1 g Zitronensa¨ure
zugeben
Eosin-Lo¨sung 1 g Eosin in 100 ml H2O
2.8 Van-Gieson-Fa¨rbung
Tabelle 2.14: Puffer und Lo¨sungen fu¨r Van-Gieson-Fa¨rbungen
Puffer Komponenten
Weigert-Lo¨sung A 10 g Ha¨matoxylin in 1 l 96% EtOH lo¨sen
Weigert-Lo¨sung B 11,6 g Eisenchlorid; 10 ml 25% HCl in 1000 ml H2O
2.9 Detektionskits fu¨r die Immunhistochemie
Tabelle 2.15: Immunhistochemische Kits
Reagenzien Herkunft
Dako REALTM Detection System Alkaline
Phospatase / RED
Dako, Glostrup, Da¨nemark
Antibody Diluent Dako, Glostrup, Da¨nemark
Peroxidase-Blocking Solution Dako, Glostrup, Da¨nemark
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2.10 Antiko¨rper
Tabelle 2.16: Prima¨rantiko¨rper
Ziel-Epitop Bezeichnung und Hersteller
ITIH5a IgG Kaninchen; anti-Human; C-Terminus; Pineda, Berlin
mITIH5b IgG Kaninchen; anti-Maus; C-Terminus; Pineda, Berlin
β-Aktin IgG Maus; anti-Human; Sigma-Aldrich, Deisenheim
Penta His IgG Maus; anti-Human; Qiagen, Hilden
CD90 IgG Maus; anti-Human; dianova, Hamburg
CD31 IgG Ratte; anti-Maus; dianova, Hamburg
αSMA IgG Maus; anti-Maus; Progen Biotechnik, Heidelberg
HABP IgG Ziege; anti-Human; Merck, Darmstadt
GAPDH IgG Maus; anti-Human; ABD Serotech, Du¨sseldorf
a Nicht-kommerzieller Antiko¨rper korrespondierend zum C-Terminus
(NH2-CYLASHPFDTGMTLGRGMSREL-COOH) des humanen ITIH5-
Proteins. Die Herstellung erfolgte durch den Pineda Antiko¨rper-Service
(Berlin).
b Nicht-kommerzieller Antiko¨rper korrespondierend zum C-Terminus
(NH2-CREAGKQPEPDLKKTYDPRI-COOH) des murinen ITIH5-
Proteins. Die Herstellung erfolgte durch den Pineda Antiko¨rper-Service
(Berlin).
Tabelle 2.17: Sekunda¨rantiko¨rper
Ziel-Epitop Bezeichnung und Hersteller
anti-Kaninchen; HRP IgG Ziege; P0448; Dako, Glostrup, Da¨nemark
anti-Maus; HRP IgG Ziege; P0447; Dako, Glostrup, Da¨nemark
anti-Kaninchen; FITC IgG Ziege; Alexa 488, Invitrogen, Karlsruhe
anti-Maus; FITC IgG Ziege; Alexa 546, Invitrogen, Karlsruhe
2.11 Medien fu¨r die Anzucht von E.coli
Die Medien fu¨r die Anzucht von E.coli wurden bei 121◦C fu¨r 20 Minuten au-
toklaviert. Nach Bedarf wurden die LB-Medien nach dem Autoklavieren mit
100 µg/ml Ampicillin versetzt.
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Tabelle 2.18: Medien fu¨r die Anzucht von E.coli
Medium Komponenten
LB-Medium 10 g NaCl; 10 g Bacto-Trypton; 5 g Hefeextrakt ad
1000 ml H2O (pH 7,4)
LB-Agar 10 g NaCl; 10 g Bacto-Trypton; 5 g Hefeextrakt; 15 g
Bacto-Agar ad 1000 ml H2O (pH 7,4)
SOC-Medium 10 g Hefeextrakt; 20 g Bacto-Trypton; 10 mM NaCl;
2,5 mM KCl; 10 mM MgCl2; 10 mM MgSO4; 20 mM
Glucose ad 1000 ml H2O (pH 7,0)
2.12 Zellkulturmedien
Tabelle 2.19: Zellkulturmedien und Zusa¨tze
Zelllinie Medium Zusa¨tze
Humane dermale Fi-
broblasten, murine Fi-
broblasten
DMEM high Glucose 10% FKS; 1% Penicillin/Streptomycin;
0,1% Gentamycin; 0,1% Amphotericin
Humane epidermale
Keratinozyten, murine
Keratinozyten
DermaLife K –
MDA-MB-231 DMEM low Glucose 10% FKS; 2 mM L-Glutamin; 50 U/ml
Penicillin; 50 mg/l Streptomycin
BT-549 DMEM high Glucose 10% FKS; 2 mM L-Glutamin; 50 U/ml
Penicillin; 50 mg/l Streptomycin
BT-20 RPMI 1640 10% FKS; 2 mM L-Glutamin; 50 U/ml
Penicillin; 50 mg/l Streptomycin
MCF7 RPMI 1640 10% FKS; 50 U/ml Penicillin; 50 mg/l
Streptomycin; 10 µg/ml Insulin;
1 mM Natriumpyruvat; 1 mM nicht-
essentielle Aminosa¨uren
T47D RPMI 1640 10% FKS; 50 U/ml Penicillin; 50 mg/l
Streptomycin; 1% Vitaminlo¨sung
HEK 293T DMEM high Glucose 5% FKS; 2 mM L-Glutamin; 50 U/ml
Penicillin; 50 mg/l Streptomycin
MCF10A DMEM low Glucose /
F12
10% FKS; 2 mM L-Glutamin; 50 U/ml
Penicillin; 50 mg/l Streptomycin;
10 µg/ml Insulin; 500 ng/ml Hydrocor-
tison; 20 ng/ml EGF
54
2.13 Molekularbiologische- und proteinbiochemische Kits
2.13 Molekularbiologische- und proteinbioche-
mische Kits
Tabelle 2.20: Molekularbiologische und proteinbiochemische Kits
Bezeichnung Hersteller
Apo-ONEr Homogeneous Caspase-3/7 Assay Promega, Mannheim
BigDyer Terminator v1.1 Cycle Sequencing
Kit
Applied Biosystems, Darmstadt
Cell Proliferation Reagent WST-1 Roche, Mannheim
ECLTM Western Blotting Substrate PIERCE/Perbio, Bonn
FuGene HD Roche, Mannheim
GoTaqr Flexi DNA Polymerase Promega, Mannheim
iQTM SYBR Green Supermix Bio-Rad, Mu¨nchen
Marker DNA 100 bp DNA Ladder, 0,1 µg/µl Fermentas, St. Leon-Rot
Mycoplasmen-Detektions PCR KitTM Minevra Biolabs, Berlin
NuPage LDS Sample Buffer (4x) Invitrogen, Karlsruhe
NuPage Novex Mini Gel (4-12% Bis-Tris) Invitrogen, Karlsruhe
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder Thermo Scientific, Schwerte
PierceTM BCA Protein Assay Kit Pierce, Rockford, USA
ppm-Gro¨ßenmarker Precision Plus ProteinTM Bio-Rad, Mu¨nchen
QIAamp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden
HiSpeedr Maxi Kit Qiagen, Hilden
Reverse Transcriptase System Promega, Mannheim
RNAse A Qiagen, Hilden
Terminator Ready Reaction Mix Applied Biosystems, Darmstadt
Vivaspin6 50.000 MWCO PES Sartorius Stedim, Go¨ttingen
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2.14 Oligonukleotide
2.14.1 Oligonukleotide fu¨r die semi-quantitative Real-Time
PCR mit humanem Gewebe und Zelllinien
Tabelle 2.21: Oligonukleotide fu¨r Analysen mit humanen Geweben und Zellen
Bezeichnung Sequenz 5’ → 3’ TA
[◦C]
Produkt
[bp]
GAPDH F6 GAA GGT GAA GGT CGG AGT
CA
60 108
GAPDH R114 AAT GAA GGG GTC ATT GAT
GG
ITIH5 all 1F TGA GCT ACC GCT TCC TCA
CT
60 169
ITIH5 all 1R GGC TTC TTG AGC AAA GGT
CC
TA: Anlagerungstemperatur der verwendeten Primer; bp: Basenpaare; F:
Forward; R: Reverse.
2.14.2 Oligonukleotide fu¨r die semi-quantitative Real-Time
PCR mit murinem Gewebe
Tabelle 2.22: Oligonukleotide fu¨r Analysen mit murinen Geweben
Bezeichnung Sequenz 5’ → 3’ TA
[◦C]
Produkt
[bp]
mGAPDH F CCA TCA CCA TCT TCC AGG
AG
60 150
mGAPDH R CGG AGA TGA TGA CCC TTT
TG
mITIH5 F GGA GGA CAC CTA TGG CAT
GT
60 176
mITIH5 R TGC TTA GGG GGA AAT CCA
CT
TA: Anlagerungstemperatur der verwendeten Primer; bp: Basenpaare; F:
Forward; R: Reverse.
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2.14.3 Oligonukleotide fu¨r die Genotypisierungs-PCR der
ITIH5-Knockout-Mauszucht
Tabelle 2.23: Oligonukleotide fu¨r die Genotypisierungs-PCR der ITIH5-Knock-
out-Ma¨use
Bezeichnung Sequenz 5’ → 3’ TA
[◦C]
Produkt
[bp]
4193 33 F GTG CTT TGG AGT ACC AGT
GCT
60
4193 34 R (KO) AAG TAC CTG AGC TTG ACA
CTG G
60 254
4194 38 R (WT) ATG CTT CCT GAC TGT GGA
GG
60 177
TA: Anlagerungstemperatur der verwendeten Primer; bp: Basenpaare; F: For-
ward; R: Reverse; KO: Knockout ; WT: Wildtyp.
2.14.4 Oligonukleotide fu¨r die Sequenzierung nach San-
ger
Tabelle 2.24: Oligonukleotide fu¨r die Sequenzierungs-PCR
Bezeichnung Sequenz 5’ → 3’
Primer 1 (ITIH5) GGC AAG TCA GAC TGT TGC AG
Primer 2 (ITIH5) CAG GAT GCC AGA CTC ACA GA
Primer 3 (ITIH5) CTG CAG CTT TCA TCA CCA AC
Primer 4 (ITIH5) GAA CAA TGC CGC CAA ACT
Primer 5 (ITIH5) TCA CAC CGA GCA GAG TCA TC
Primer 6 (ITIH5) TAC TTC AAC GGC TCG GAG AT
Primer 7 (ITIH5) GAT TCC CAG CAA GGA CAA AG
Primer 8 (ITIH5) CCA GGA CCT TTG CTC AAG AA
Primer 9 (ITIH5) TCA CTC CAG ACA GCA TCA GG
Primer 10 (ITIH5) CCT CCC CCA TCT ACT GTC AT
Primer 1 F (pBK-
CMV)
CCA GGG TTT TCC CAG TCA C
F: Forward.
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2.15 Vektoren
2.15.1 pBK-CMV Phagemid-Vektor
Abbildung 2.2: Vektorkarte des pBK-CMV Phagemid-Vektors der Firma Strata-
gene (Jena). Die ITIH5 -Vollla¨ngen-cDNA wurde in die Multiple Cloning Site (MCS) u¨ber
die Restriktionsschnittstellen NotI und BamHI kloniert (Quelle: http://www.Xenbase.org).
In der Multiple Cloning Site (MCS) des 4.518 bp großen Vektors lag die 2.800 bp
große Vollla¨ngen-cDNA von ITIH5 kloniert vor. Als Restriktionsschnittstel-
len dienten dabei BamHI und NotI (Abbildung 2.3). Besonderheiten des Vek-
tors sind seine Neomycin-Resistenz zur Selektion eukaryotischer Zellen, der
U¨berexpressions-Promotor CMV und die Promotoren T3 und T7. Das fertig
klonierte ITIH5-Vektorkonstrukt stand zur Verfu¨gung.
Abbildung 2.3: Multiple Cloning Site des pBK-CMV Phagemid-Vektors. Die
Vollla¨ngen-cDNA von ITIH5 (blauer Balken) war in die Multiple Cloning Site des Vektors
kloniert. Als Restriktionsschnittstellen dienten BamHI und NotI.
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2.15.2 pMS-L-A-IV-Vektor
Abbildung 2.4: Vektorkarte des pMS-L-A-IV-Expressionssystems. In A liegt die
ITIH5 -cDNA, die das N-terminale Proteinsegment (Aminosa¨ure (AS): 1-680) umfasst. In der
Sequenz liegt das endogene Signalpeptid (AS: 2-14), jedoch nicht die konservierte Spaltstelle
(D/PHFV (AS: 681-686)). Fu¨r die Klonierung wurden die NheI und NotI Restriktionsschnitt-
stellen genutzt (Quelle: [140]).
Zur Gewinnung des rekombinanten N-terminalen ITIH5-Proteins wurde im Zu-
ge dieser Arbeit das pMS-L-A-IV-Vektorkonstrukt (Abbildung 2.4) verwendet.
Dieses wurde freundlicherweise durch Dr. Michael Sto¨cker (Fraunhofer-IME; In-
stitut fu¨r Molekularbiologie und Angewandte O¨kologie, Aachen) zur Verfu¨gung
gestellt und stand fu¨r die Versuche bereit. Anstelle der Igκ-Signalsequenz mu-
riner IgG-Immunglobuline des Vektors wurde die native Signalsequenz des hu-
manen ITIH5 genutzt.
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2.16 Software und Datenbanken
Tabelle 2.25: Software und Datenbanken
Software/Datenbanken Hersteller/Webadresse
analySIS pro Software Olympus Soft Imaging Solutions
GmbH, Mu¨nster
Bio-Rad iQ5 Optical System Software,
Vers. 2.0
Bio-Rad, Mu¨nchen
BLAST-2-sequences Online Portal http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=
BlastHome
ENSEMBL http://www.ensembl.org
GeneCards Datenbank http://www.genecards.org
GraphPad Prism 5 GraphPad software, La Jolla, USA
ImageJ Software National Institute of Health, USA
ImageQuant TL v2003.2 http://www.imsupport.com
Kamera/Bild-Aufnahme-Software Intas, Go¨ttingen
Sigcleave Online Portal http://mobyle.pasteur.fr/
cgi-bin/portal.py?form=sigcleave
NanoDrop ND-1000 Vers. 3.5 NanoDrop Technologies, Wilmington,
USA
PFAM Online Portal http://pfam.sanger.ac.uk/search
Primer3 Online Portal http://frodo.wi.mit.edu/primer3/
PUBmed Datenbank http://www.ncbi.nlm.nih.gov
Tecan I-Control Software Tecan, Ma¨nnedorf, Schweiz
TierBase P. Nielsen, Gundelfingen
2.17 Molekularbiologische Methoden
2.17.1 Isolation genomischer DNA aus murinen Schwanz-
spitzenbiopsien
Fu¨r die Genotypisierung der ITIH5-Knockout-Mauslinie wurden den Tieren
zuna¨chst Biopsien der Schwanzspitzen entnommen (ca. 1-2 mm). Aus diesen
Proben erfolgte die Isolation der DNA. Zu diesem Zweck wurden die frischen
Biopsien mithilfe von 750 µl DNA Lysepuffer und 20 µl Proteinase-K bei 56◦C
und 1.000 U/min auf einem Schu¨ttler lysiert. Nach kurzem Vortexen wurde das
Lysat bei RT zehn Minuten bei Ho¨chstgeschwindigkeit (13.000 U/min) abzen-
trifugiert. Es folgte die Pra¨zipitation von 600 µl des U¨berstandes in einem neuen
Reaktionsgefa¨ß mit 600 µl Isopropanol. Nach zehnminu¨tiger Inkubation bei RT
wurde das Gemisch bei 4◦C fu¨r weitere zehn Minuten bei Ho¨chstgeschwindigkeit
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zentrifugiert. Anschließend wurde der U¨berstand verworfen und es folgten zwei
Waschschritte mit 70% EtOH. Dazu wurde das Pellet mit 500 µl EtOH versetzt,
eine Minute inkubiert sowie fu¨nf Minuten bei 4◦C und Ho¨chstgeschwindigkeit
zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde der U¨berstand verworfen
und das Pellet fu¨r fu¨nf Minuten bei 37◦C getrocknet. Letztlich wurde das Pel-
let in 200 µl dH2O aufgenommen und darin fu¨r eine Stunde bei 37
◦C und
1.000 U/min gelo¨st. Es folgte die photometrische Konzentrationsbestimmung
(Kapitel 2.17.3) und die Lagerung bei -20◦C.
2.17.2 RNA-Isolation aus kryokonserviertem Gewebe und
Zelllinien
Die RNA-Isolation aus kryokonserviertem Frischgewebe und humanen Zellen
wurde mit dem TRIzolr-Reagenz (Invitrogen, USA), den Herstellerangaben
entsprechend, durchgefu¨hrt. TRIzolr hat zum einen die Aufgabe, zur Lyse der
Zellen zu fu¨hren und zum anderen, die RNA vor RNasen zu schu¨tzen. Aus
diesem Grund entha¨lt es Phenol und Guanidin-Isothiocyanat. Nach Zugabe
von 1 ml TRIzolr auf 50-100 mg Gewebe bzw. ca. 5-10x 106 Zellen wurde
das Homogenisat fu¨r fu¨nf Minuten bei RT inkubiert. Es folgte die Zugabe von
200 µl Chloroform mit anschließendem mehrmaligen Invertieren und kurzem In-
kubieren fu¨r zwei bis drei Minuten. Ein 15 minu¨tiger Zentrifugationsschritt bei
12.000 g und 4◦C sorgte fu¨r eine deutliche Phasentrennung. In der roten unteren
Phase befand sich die DNA, wohingegen in der oberen, durch eine Interphase
getrennten, klaren Phase die RNA vorhanden war. Die klare Phase wurde in ein
neues Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt und mit 500 µl Isopropanol pra¨zipitiert. Nach
zehnminu¨tiger Inkubationszeit folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fu¨r zehn
Minuten bei 12.000 g und 4◦C. Der U¨berstand wurde verworfen und das Pel-
let mit 1 ml 75% EtOH (in DEPC-Wasser angesetzt) gewaschen. Nach einem
letzten Zentrifugationsschritt fu¨r fu¨nf Minuten bei 7.600 g und 4◦C wurde das
Pellet kurz getrocknet und in 22-52 µl DEPC-Wasser resuspendiert. Die Kon-
zentration wurde photometrisch bestimmt (Kapitel 2.17.3) und die Lagerung
erfolgte bei -80◦C.
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2.17.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von
Nukleinsa¨uren
Die Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA erfolgte mit Hilfe des Spek-
tralphotometers NanoDropr ND1000 (PeqLab, Erlangen). Die Absorption wird
bei diesem Gera¨t photometrisch bestimmt. Grundlage dafu¨r ist das Absorpti-
onsmaximum der Nukleinsa¨uren bei 260 nm, im Verha¨ltnis zu dem Absorptions-
maximum von Proteinen bei 280 nm. Mittels des Lambert-Beer´schen Gesetzes
kann die Konzentration der Nukleinsa¨uren errechnet werden. Der Koeffizient OD
260/280 zeigt an, wie stark eine Nukleinsa¨ure-Lo¨sung verunreinigt ist. Eine reine
DNA-Lo¨sung besitzt ein Verha¨ltnis von ≥1,8. Dieser Wert sollte bei einer rei-
nen RNA-Lo¨sung bei ≥2,0 liegen. Die Kalibrierung des Gera¨tes erfolgte mit dem
jeweiligen Elutionsmittel. Fu¨r die Bestimmung der Nukleinsa¨urekonzentration
wurden 2 µl verwendet.
2.17.4 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)
Die cDNA-Synthese (engl. copy DNA) wurde mit dem Reverse Transcription
System (Promega, USA) nach Herstellerangaben durchgefu¨hrt. Fu¨r das Um-
schreiben der RNA in cDNA wurde 1 µg RNA in 8,9 µl DEPC-Wasser verdu¨nnt
und bei 70◦C fu¨r zehn Minuten inkubiert. Im Folgenden wurden die Proben auf
Eis gelegt, um der Ru¨ckbildung von Sekunda¨rstrukturen vorzubeugen. Der Mas-
termix, der hinzugegeben wurde, bestand aus folgenden Komponenten (Tabelle
2.26):
Tabelle 2.26: Ansatz der cDNA-Synthese
Komponente Volumen [µl]
MgCl2 (25 mM) 4
10x RT-Puffer 2
dNTP Mix (je 10 mM) 2
RNase Inhibitor (40 U/µl) 0,5
AMV Reverse Transkriptase (25 U/µl) 0,6
Oligo dT-Primer 0,5
Random-Primer 0,5
Der Ansatz wurde fu¨r zehn Minuten bei RT inkubiert. In dieser Zeit konn-
ten sich die Primer anlagern. Anschließend erfolgte eine Inkubation fu¨r 15 Mi-
nuten bei 42◦C, wobei die cDNA-Synthese durch das Enzym AMV-Reverse-
Transkriptase katalysiert wurde. Die Inaktivierung des Enzyms fand in einem
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abschließenden Inkubationsschritt bei 95◦C statt. Gelagert wurde die neu syn-
thetisierte cDNA bei -20◦C.
2.17.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) ist ein
Verfahren zur Amplifikation definierter Nukleinsa¨ureabschnitte. Die Methode
beruht darauf, dass ein Abschnitt doppelstra¨ngiger DNA (dsDNA) durch ei-
ne DNA-Polymerase exponentiell vervielfa¨ltigt wird. Wegen ihrer Thermosta-
bilita¨t wird hierbei die Taq-Polymerase (aus dem Bakterium Thermus aquati-
cus) als Enzym verwendet. Der Doppelstrang muss fu¨r den Ablauf des Prozesses
zuna¨chst aufgetrennt werden. Im Folgenden lagern sich dann DNA-Oligonukleo-
tide an, sogenannte Primer. Diese sind komplementa¨r zu dem 5´ bzw. 3´ Ende
des zu amplifizierenden DNA-Einzelstranges (ssDNA). Das freie 3´OH-Ende
eines solchen Primers wird von der Polymerase durch das Anfu¨gen freier Nu-
kleotide verla¨ngert. Ein Standard PCR-Ansatz ist in Tabelle 2.27 dargestellt.
Tabelle 2.27: Standard PCR-Ansatz
Komponente Volumen [µl]
MgCl2 (25 mM) 1
Go Taq Flexi Puffer (5x) 5
dNTP Mix (je 10 mM) 0,5
Primer For + Rev (10 µM) 1
Taq-Polymerase (5 U/µl) 0,25
DNA-Template (>50 ng/µl) 1
Ad 25 µl dH2O 16,25
Durchgefu¨hrt in einem Thermocycler besteht eine PCR aus 20 bis 40 Zyklen.
Diese setzen sich aus drei Schritten zusammen:
1. Denaturierung: Die doppelstra¨ngige DNA wird auf ca. 95◦C erhitzt. Dies
fu¨hrt dazu, dass die Wasserstoffbru¨ckenbindungen zwischen den Stra¨ngen ge-
spalten werden und die DNA somit denaturiert. Folglich werden aus dem Dop-
pelstrang zwei Einzelstra¨nge.
2. Anlagerung: Dieser Schritt fu¨hrt zur Anlagerung (engl. annealing) der Pri-
mer. Zu diesem Zweck wird eine Temperatur gewa¨hlt, die eine spezifische An-
lagerung der Primer erlaubt. In der Regel liegt diese Temperatur bei 50◦C bis
60◦C und ist dabei u.a. von dem GC-Gehalt sowie der La¨nge der Primersequenz
abha¨ngig.
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3. Elongation: In diesem Schritt fu¨llt die Taq-Polymerase die fehlenden Stra¨nge
mit freien Nukleotiden auf. Ausgehend von den Primern lagert sie die Nukleo-
tide jeweils an die freie OH-Gruppe am 3´-Ende an. Das Temperaturoptimum
der Taq-Polymerase liegt bei 72◦C.
2.17.6 Genotypisierungs-PCR
Die Genotypisierung der ITIH5-Knockout-Ma¨use (Kapitel 2.4.2) erfolgte mit-
hilfe einer Multiplex-PCR, bei der die Oligonukleotide als kombinierter Pri-
mermix in die PCR-Reaktion eingesetzt wurden. Anhand unterschiedlich zu
erwartender PCR-Produkte konnte zwischen dem Wildtyp sowie heterozygo-
ten und homozygoten ITIH5-Knockout-Tieren unterschieden werden. Zu die-
sem Zweck erfolgte die Isolation der DNA aus Schwanzspitzenbiopsien (Kapitel
2.17.1). Ein Standard Genotypisierungsansatz sowie das Temperaturprofil einer
Genotypisierungs-PCR sind in den Tabellen 2.28 und 2.29 dargestellt.
Tabelle 2.28: Reaktionsmix einer typischen Genotypisierungs-PCR
Komponente Volumen [µl]
MgCl2 (25 mM) 1,5
Go Taq Flexi Puffer (5x) 5
dNTP Mix (je 10 mM) 2
Primer 4193 33 F 1
Primer 4193 34 R (KO) 1
Primer 4194 38 R (WT) 1
Taq-Polymerase (5 U/µl) 0,25
DNA-Template (>50 ng/µl) 1
H2O ad 25
Tabelle 2.29: Temperaturprofil einer typischen Genotypisierungs-PCR
Schritt Temperatur [◦C] Dauer [Min.] Anzahl Zyklen
Initiale Denaturierung 94 3 1
Denaturierung 94 1
Primer-Anlagerung 60 1 35
Elongation 72 1
Finale Elongation 72 3 1
Ku¨hlen 4 ∞ 1
2.17.7 Agarosegel-Elektrophorese
Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte abha¨ngig von der Moleku¨lgro¨ße
in Agarosegelen unterschiedlicher Konzentration. Bei dieser Methode macht
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man sich zunutze, dass die DNA aufgrund der negativen Ladung des Phos-
phatru¨ckgrates von der Kathode zur Anode wandert. Die Agarose stellt dabei
ein molekulares Sieb dar, indem die Laufgeschwindigkeit der Nukleinsa¨uren auf
Grund des Siebeffekts umgekehrt proportional zu dem Logarithmus der Mo-
leku¨lgro¨ße ist. Es wurden 2% Agarose in 1x TBE-Puffer aufgekocht, bis sich
die Agarose vollsta¨ndig gelo¨st hatte. Anschließend wurde sie unter Ru¨hren auf
60◦C abgeku¨hlt und mit Ethidiumbromid in einer Konzentration von 1 µg/ml
versetzt. Ethidiumbromid interkaliert in die kleine Furche der DNA und besitzt
die Eigenschaft bei Anregung mit UV-Licht zu fluoreszieren. Im Anschluss wur-
de die Agarose in eine Gelkammer gegossen und ein entsprechender Gelkamm
eingesetzt. Nach dem Ausha¨rten des Gels konnte der Gelkamm entfernt und
das Gel in eine mit Ethidiumbromid-haltigem 1x TBE-Puffer gefu¨llte Gelelek-
trophoresekammer gesetzt werden. Dabei war darauf zu achten, dass das Gel
mit dem Puffer gerade bedeckt war. Die PCR-Proben wurden im Verha¨ltnis 4:1
mit Ladepuffer versetzt. Ein DNA La¨ngenstandard (100 bp Gro¨ßenstandard,
Fermentas) sowie die PCR-Proben wurden in die Geltaschen pipettiert und die
Elektrophorese fu¨r 30 bis 60 Minuten bei einer Feldsta¨rke von 5 V/cm durch-
gefu¨hrt. Zur Auswertung wurde das Gel nach Beendigung der Elektrophorese
auf einen Transilluminator gelegt. Die Banden wurden so sichtbar und mit einer
CCD-Kamera fotografiert.
2.17.8 Semiquantitative Real-Time PCR
Basierend auf den Grundlagen einer herko¨mmlichen PCR hat die Real-Time
PCR den Vorteil, dass bereits wa¨hrend der Amplifikation ein PCR-Produkt
nachgewiesen werden kann und mithilfe spezieller Fluorochrome eine Quan-
tifizierung mo¨glich ist. Das hier verwendete Fluorochrom ist SYBR Green 1,
welches frei in Lo¨sung nicht fluoresziert. Interkaliert der Fluoreszenzfarbstoff
jedoch in die kleine Furche der DNA, absorbiert der daraus resultierende DNA-
Fluoreszenzfarbstoff-Komplex blaues Licht bei einer Wellenla¨nge von λmax =
494 nm und emittiert gru¨nes Licht bei λmax = 521 nm. Da die Zunahme der
Fluoreszenz nach jedem Amplifikations-Zyklus gemessen wird, steht sie fortlau-
fend in Relation zur Menge des gebildeten PCR-Produktes. Diese Echtzeitmes-
sung verleiht der Methode auch ihren Namen (Real-Time). Neben den gleichen
Komponenten, die bei einer konventionellen PCR eingesetzt werden, basiert die
Real-Time PCR auf dem Vorliegen von cDNA. Um der Gefahr einer Ampli-
65
2 Material und Methoden
fikation von genomischer DNA vorzubeugen, werden die Primerpaare bei der
Real-Time PCR intronu¨berspannend gewa¨hlt.
Die Messungen wurden an dem Light Cycler IQ5 mit dem IQ5 SYBR-Green
Supermix (Biorad), entsprechend den Herstellerangaben, durchgefu¨hrt (Tabelle
2.30)
Tabelle 2.30: Standard Real-Time PCR-Ansatz
Komponente Volumen [µl]
SYBR-Green Supermix 10
Primer For + Rev [5 µM] je 0,5
cDNA [50 ng/µl] 1
H2O 8
Als interner Standard diente das Haushalts-Gen Glycerin-Aldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH). Jede Probe wurde im Dreifach-Ansatz gemessen, wo-
bei jeweils 1 µl cDNA als Template verwendet wurde. Die Negativ-Kontrolle
beinhaltete den Mastermix ohne Template. In Tabelle 2.31 ist ein typisches
Real-Time PCR-Programm dargestellt.
Tabelle 2.31: Real-Time PCR-Programm
Schritt Temperatur [◦C] Dauer Anzahl
Initiale Denaturierung 95 5 Min. 1
Denaturierung 95 15 Sek.
Primer-Anlagerung 60 15 Sek. 38
Elongation 72 20 Sek.
Finale Elongation 72 1 Min. 1
Schmelzkurve 55-99 15-20 Min. 1
Zur Detektion des spezifischen Produkts wurde eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefu¨hrt. Diese ist notwendig, da SYBR Green 1 in jede doppelstra¨ngige
DNA interkaliert, sei es das korrekte Produkt oder nur Artefakte, wie z.B. Pri-
merdimere. Eine schrittweise Temperaturerho¨hung von 55◦C auf maximal 99◦C
fu¨hrt zu einem dem GC-Gehalt und der Gro¨ße des Fragments entsprechenden
Denaturieren des DNA-Doppelstrangs. Primerdimere schmelzen eher bei nied-
rigeren Temperaturen und lassen sich so von dem spezifischen Produkt unter-
scheiden. Die Schmelzkurven ergeben sich aus der ersten Ableitung (dF/dT)
der Funktion Fluoreszenzintensita¨t (F) in Abha¨ngigkeit von der Temperatur
(T). Zur U¨berpru¨fung der zu erwartenden Produktgro¨ße ist es gerade bei der
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Primer-Etablierung sinnvoll, das Produkt elektrophoretisch auf einem Agarose-
gel aufzutrennen.
Die Quantifizierung der Real-Time PCR basiert auf der Berechnung des
Schwellenwertes der Fluoreszenz, dem CT -Wert (cycle threshold). Der CT -Wert
gibt den PCR-Zyklus an, bei dem die emittierte Fluoreszenz erstmalig signifikant
u¨ber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Dieser Punkt beschreibt den Anfang
der exponentiellen Vermehrungsphase der DNA-Fragmente. Beim U¨bergang der
PCR in die terminale Plateauphase ist die A¨nderung der CT -Werte gleich Null.
Somit findet keine weitere cDNA-Synthese mehr statt. Der Vergleich von CT -
Werten unterschiedlicher Proben bedarf der Normierung auf eine Referenz. Nor-
miert wird dabei auf das Haushaltsgen GAPDH. Zur Berechnung der relativen
Expression wird die Differenz der aus der Dreifach-Bestimmung gemittelten CT -
Werte (∆CT ) zwischen Zielgen und Referenzgen berechnet:
∆CT = Mittelwert (CT Zielgen) - Mittelwert (CT Referenzgen).
Im Folgenden wird die Differenz (∆∆CT ) zwischen zwei Proben berechnet:
∆∆CT= ∆CT Probe 1 - ∆CT Probe 2.
Abschließend wird die relative Expression fu¨r jede Probe wie folgt berechnet:
Expressionslevel = 2−∆∆CT .
2.17.9 Plasmid-Amplifikation mittels Transformation
Die klonierten Expressionsvektoren mussten fu¨r die weitere Verwendung zuna¨chst
vermehrt, aufgereinigt und im Anschluss sequenziert werden. Die Vermehrung
wurde mithilfe einer Elektroporation in elektrokompetente E.coli -Zellen des
Stammes JM83 durchgefu¨hrt. Mit dieser Methode kann eine Transformations-
effizienz von 109 transformierten Zellen pro Mikrogramm DNA erzielt werden
[141]. Es wurden 10 ng des jeweiligen Plasmids zu 50 µl E.coli -Zellen pipet-
tiert. Das Gemisch wurde in eine Elektroporations-Ku¨vette u¨berfu¨hrt, wobei
Schaum- und Luftblasenbildung vermieden werden sollten. Die Ku¨vette wurde
in einen Elektroporator gestellt und die Elektroporation am Gera¨t ausgefu¨hrt.
Im Anschluss wurden 500 µl SOC-Medium in die Ku¨vette pipettiert, der gesam-
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te Ansatz in ein neues Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt und fu¨r 30 Minuten bei 37◦C
inkubiert. Nach dieser Zeit wurden 50 µl und 150 µl des Ansatzes auf jeweils
eine LB-Antibiotikum-Platte ausplattiert. Das Antibiotikum diente als Selekti-
vum. Zusa¨tzlich wurde der Ansatz noch auf eine LB-Platte ohne Antibiotikum
als Kontrolle ausplattiert. Die Platten wurden u¨ber Nacht bei 37◦C inkubiert.
2.17.10 Plasmid Maxi-Pra¨paration
Die Plasmid Maxi-Pra¨paration wurde mit dem HiSpeedr Plasmid Maxi Kit
(Qiagen, Hilden) entsprechend den Herstellerangaben durchgefu¨hrt. Zuna¨chst
wurden dazu auf den LB-Antibiotikum-Platten gewachsene Einzelkolonien ge-
pickt und mit diesen 5 ml Flu¨ssig-Vorkulturen angeimpft. Die Bakterienan-
reicherung erfolgte durch eine Inkubation u¨ber acht Stunden bei 37◦C und
150 U/min auf einem Schu¨ttler. Mit 300 µl der Vorkulturen wurden die Haupt-
kulturen (150 ml LB-Medium) angeimpft und u¨.N. bei 37◦C und 150 U/min auf
einem Schu¨ttler inkubiert. Am na¨chsten Morgen wurden die Bakterienkulturen
in Zentrifugenro¨hrchen u¨berfu¨hrt und bei 6.000 U/min und 4◦C fu¨r 15 Minu-
ten zentrifugiert. Durch dem HiSpeedr Plasmid Maxi Kit beiliegende Filter
und Waschpuffer wurden die Bakterienzellen nachfolgend lysiert und das Lysat
gereinigt. Dieses wurde auf die Qiagen-Tips gegeben, wobei die Plasmid-DNA
dank ihrer negativen Ladung an die positiv geladene Anionenaustauscher-Matrix
der Filter gebunden wurde. Nach mehreren Waschschritten wurde die Plasmid-
DNA durch die Zugabe eines Hochsalz-Puffers eluiert, um im Anschluss mit
Isopropanol gefa¨llt zu werden. Die weitere Aufreinigung erfolgte durch die Be-
handlung mit 75% EtOH und einem abschließenden Zentrifugationsschritt bei
13.000 U/min fu¨r fu¨nf Minuten. Das Pellet wurde in 10 mM Tris-HCl (pH 8,5)
gelo¨st. Die Konzentration der gewonnenen Plasmid-DNA wurde am NanoDropr
ND1000 bestimmt und die Plasmid-DNA bei -20◦C gelagert.
2.17.11 DNA-Sequenzierung nach Sanger
Die Didesoxymethode nach Sanger stellt ein Verfahren dar, um die genaue Se-
quenz der Nukleotide in einem DNA-Moleku¨l bestimmen zu ko¨nnen [142]. Dabei
werden zusa¨tzlich zu einem konventionellen PCR-Ansatz fluoreszenzmarkierte
Didesoxyribonucleosidtriphosphate (ddNTPs) hinzugegeben, welchen an der 3’-
Position die Hydroxygruppe fehlt. Ihr Einsatz bedingt einen Abbruch der Am-
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plifikation durch die Taq-Polymerase. Dabei wird nur ein Ansatz beno¨tigt, da die
vier ddNTPs mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. Somit
erha¨lt man unterschiedlich lange DNA-Fragmente, durch deren fluoreszenzmar-
kierte Enden man die Sequenz im DNA-Strang ermitteln kann. Der verwende-
te Mix (BigDyer Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems)
beinhaltet alle fu¨r die Sequenzierungs-PCR no¨tigen Komponenten (Tabelle 2.32
und 2.33). Die verwendeten Primer bedienten nur eine Elongations-Richtung, da
die Analyse im Sequenziergera¨t das Vorliegen von Einzelstra¨ngen erfordert. Im
Anschluss an die PCR erfolgte die Fa¨llungsreaktion, um die no¨tige hohe Rein-
heit der Sequenz-Produkte zu erreichen. Je 20 µl Ansatz wurden dabei 80 µl
HPLC-Wasser, 10 µl 3 M Natriumacetatlo¨sung (pH 4,6) sowie 250 µl 100%
EtOH zugegeben. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 13.000 U/min fu¨r 20
Minuten, einem Reinigungsschritt mit 70% EtOH und einer weiteren Zentrifu-
gation bei 13.000 U/min fu¨r 20 Minuten, folgte die Aufnahme des Pellets in
25 µl Formamid. Die Analyse wurde an dem ABI PRISMTM 310 Genetic Ana-
lyser (Applied Biosystems) durchgefu¨hrt. Dabei erfolgte die Auswertung mittels
einer Kapillar-Elektrophorese und die Farbfolge wurde mithilfe eines Lasers de-
tektiert. Anhand der Farbfolge konnte die DNA-Sequenz dargestellt werden.
Tabelle 2.32: Ansatz einer Sequenzierungs-PCR
Komponente Volumen
Terminator Ready Reaction Mix 4 µl
5x Sequenzierungs-Puffer 2 µl
DNA 0,4 µg
Primer (10 pmol/µl) 1 µl
H2O ad 20 µl
Tabelle 2.33: Temperaturprofil einer Sequenzierungs-PCR
Schritt Temperatur [◦C] Dauer Anzahl
Aktivierung der DNA-Polymerase 96 4 Min. 1
Denaturierung 96 15 Sek.
Primer-Anlagerung 55 15 Sek. 35
Elongation 60 4 Min.
Ku¨hlen 4 ∞ 1
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2.17.12 Analyse der Genexpression mithilfe des Exon Ex-
pression Arrays
Fu¨r die RNA-Expressionsanalyse von ITIH5 in der Haut wurde der GeneChipr
Human Exon 1.0 ST Array von Affymetrix verwendet. Die Durchfu¨hrung erfolg-
te in einer zentralen Einrichtung des Aachener Interdisziplina¨ren Zentrums fu¨r
Klinische Forschung (IZKF). Das Prinzip eines solchen Microarrays besteht dar-
in, dass zur Probe komplementa¨re Oligonukleotide in einem definierten Raster
auf einem Chip fixiert sind. Nach Zugabe der Probe hybridisieren zueinander
passende Moleku¨le, wobei der Array mittels Fluoreszenzmarkern quantitativ
ausgelesen werden kann. U¨ber das erhaltene Fluoreszenzmuster wird, mittels
spezieller Software, ein vordefiniertes Gitter gelegt, u¨ber welches die Zuordnung
der Fluoreszenzpunkte zu ihren jeweiligen Oligonukleotidsonden erfolgt. Jeweils
5 µg der Gesamt-RNA aus humaner Leber (Ambion, Austin, USA), humaner
Haut (Stratagene, La Jolla, USA) sowie aus proliferierenden humanen epider-
malen Keratinozyten und humanen dermalen Fibroblasten wurden mithilfe des
GeneChipr Whole Transcript (WT) Sense Target Labelling Assay (Affymetrix,
Santa Clara, USA) in doppelstra¨ngige cDNA umgeschrieben. Im Anschluss wur-
de diese biotinyliert und zur Sondengro¨ße fragmentiert. 5,5 µg dieser Sonden
wurden auf den GeneChipr Human Exon 1.0 ST Array appliziert. Die Hybridi-
sierung erfolgte bei 45◦C und 60 U/min fu¨r 16 Stunden. Nachfolgend wurde der
Chip gewaschen, gefa¨rbt und schließlich auf dem Affymetrix GeneChipr Scan-
ner 3000 7G gescannt. Die Datenanalysen erfolgten mit der Software Array
Assist Exon 5.1 tool (Stratagene, La Jolla, USA).
2.18 Proteinchemische Methoden
2.18.1 Herstellung von Gewebeschnitte aus kryokonser-
vierten humanen und murinen Gewebeproben
Mithilfe eines Kryomikrotoms (Kryotom HM560, Microm Laborgera¨te, Wall-
dorf) wurden Schnitte aus tiefgefrorenem Gewebematerial (-80◦C) angefertigt.
Die Gewebestu¨cke wurden dazu mittels Tissue-Tek -Flu¨ssigkeit (Sakura Finetek)
auf einem Metallsockel fixiert. Fu¨r die Extraktion von RNA (Kapitel 2.17.2)
wurden 30x 10 µm Schnitte angefertigt und fu¨r die Extraktion von Proteinen
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(Kapitel 2.18.9) jeweils 10x 10 µm Schnitte. Diese wurden in ein vorgeku¨hltes
(-20◦C) 1,5 ml Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt und bis zur Extraktion bei -80◦C ge-
lagert.
2.18.2 Einbetten in Paraffin und Ausblocken der Proben
Das Protokoll zur Einbettung in Paraffin ist in Tabelle 2.34 dargestellt.
Tabelle 2.34: Protokoll zur Einbettung in Paraffin
Lo¨sung Dauer [Min.]
4% Formalin 80
4% Formalin 55
70% Ethanol 80
96% Ethanol 55
100% Ethanol 3x 55
Xylol 3x 55
Histoplast C 45
Histoplast D 45
Histoplast A 45
Histoplast B 45
Die Proben wurden nach dem Einbetten an einer Paraffin-Ausgießstation in
Gussformen gelegt, mit Paraffin aufgefu¨llt und auf einer Ku¨hlplatte ausgha¨rtet.
Nach dem Erkalten ließen sich die Paraffinblo¨cke leicht aus der Form lo¨sen.
2.18.3 Gewebeschnitte aus humanem und murinem Pa-
raffinmaterial
Fu¨r immunhistochemische Fa¨rbungen wurden 4 µm Gewebeschnitte aus in Pa-
raffinblo¨cken eingebetteten Geweben in dem Schlittenmikrotom Hn40 (Reichert-
Jung, USA) angefertigt. Nach dem Schneiden wurden die Schnitte in ein hand-
warmes Wasserbad u¨berfu¨hrt, um diese auf SuperFrostr Objekttra¨ger (Menzel,
Braunschweig) aufzuziehen. Die Schnitte wurden bei 37◦C u¨.N. getrocknet und
bis zur immunhistochemischen Fa¨rbung oder H&E-Fa¨rbung bei RT gelagert.
2.18.4 Ha¨matoxylin-Eosin (H&E)-Fa¨rbung von Gewebe-
schnitten
Die H&E-Fa¨rbung dient als U¨bersichtsfa¨rbung bei mikroskopischen Untersu-
chungen. Die Methode beruht auf den Farbstoffen Ha¨matoxylin und Eosin.
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Ha¨matoxylin entwickelt in Form des basischen Ha¨malaun fa¨rbende Eigenschaf-
ten. Es fa¨rbt alle sauren und basophilen Strukturen blau an, insbesondere Zell-
kerne und die darin enthaltene DNA. Eosin fa¨rbt alle acidophilen bzw. basischen
(eosinophilen) Strukturen rot und dient somit hauptsa¨chlich der Anfa¨rbung
des Zellplasmas. Zur Durchfu¨hrung wurden die Paraffingewebeschnitte zuna¨chst
in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert (Tabelle 2.35). Anschließend
wurden die Schnitte fu¨r zwei Minuten in Mayers Ha¨malaun-Lo¨sung gefa¨rbt.
Nach einem Waschschritt mit VE-Wasser folgte die Gegenfa¨rbung mit einer
Eosin-Lo¨sung fu¨r 45 Sekunden und ein erneutes Waschen mit VE-Wasser fu¨r eine
Minute. Abschließend erfolgte die Dehydrierung durch eine aufsteigende Alko-
holreihe (Tabelle 2.36) und das Eindeckeln der Schnitte mithilfe von Vitrocludr-
Eindeckelmedium (Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland).
Tabelle 2.35: Absteigende Alkoholreihe
Lo¨sung Dauer [Min.]
Xylol 3x 5
100% Ethanol 1x 1
100% Ethanol 1x 1
96% Ethanol 1x 1
96% Ethanol 1x 1
70% Ethanol 1x 1
VE-Wasser 1x 1
Tabelle 2.36: Aufsteigende Alkoholreihe
Lo¨sung Dauer [Min.]
VE-Wasser 1x 1
70% Ethanol 1x 1
96% Ethanol 1x 1
100% Ethanol 1x 1
Xylol 2x 5
2.18.5 Van-Gieson-Fa¨rbung
Die Van-Gieson-Fa¨rbung ist eine histologische Fa¨rbemethode, die zur Fa¨rbung
von Kollagen und Bindegewebe eingesetzt wird [143]. Durch die Erga¨nzung
der Resorcin-Fuchsin-Lo¨sung ko¨nnen die elastischen Fasern differenziert darge-
stellt werden. Durchgefu¨hrt wurde die Fa¨rbung mithilfe des Elastika Van Gieson
Kits (Merck) nach Herstellerangaben. Dazu wurden die Paraffingewebeschnitte
zuna¨chst in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert (Tabelle 2.35). An-
schließend wurden die Schnitte fu¨r zehn Minuten mit Elastin behandelt. Nach
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einminu¨tigem Spu¨len mit Leitungswasser folgte die Behandlung mit Weigerts
Lo¨sung A und B fu¨r fu¨nf Minuten. Nach erneutem Spu¨len mit Leitungswasser
wurden die Schnitte fu¨r zwei Minuten mit Pikrofuchsin-Lo¨sung und fu¨r eine Mi-
nute mit 70% EtOH behandelt. Abschließend erfolgte die Dehydrierung durch
eine aufsteigende Alkoholreihe (Tabelle 2.36) und das Eindeckeln der Schnitte
mithilfe von Vitrocludr-Eindeckelmedium (Langenbrinck).
2.18.6 Immunhistochemie (IHC)
Die Immunhistochemie macht sich die Spezifita¨t von Antiko¨rpern zunutze, um
die Verteilung bestimmter Antigene an histologischen Gewebeschnitten sicht-
bar zu machen. Das verwendete RealTMDetection System Alkaline Phosphata-
se/RED, Rabbit/Mouse (Dako) beruht auf der LSAB-Methode (engl. labelled
streptavidin-biotin). Diese nutzt die hohe Affinita¨t von Streptavidin zu Biotin.
Von den in Paraffin eingebetteten Hautproben wurden 4 µm Schnitte herge-
stellt und auf SuperFrostr Objekttra¨ger (Menzel, Braunschweig) gezogen. Diese
mussten u¨.N. bei 37◦C trocknen. Vor der Fa¨rbung wurden die Schnitte in Xylol
deparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe (Tabelle 2.35) rehydriert.
Die anschließende Hitze-induzierte Epitopdemaskierung erfolgte fu¨r 30 Minuten
in 1x Citratpuffer (pH 6,0) im Dampfgarer. Die Schnitte wurden daraufhin fu¨r
15 Minuten auf Eis abgeku¨hlt und mit VE-Wasser gewaschen. Zur Reduzierung
der Hintergrundfa¨rbung wurden die Schnitte mit TBS (pH 7,6) behandelt. An-
schließend wurden die Proben fu¨r 60 Minuten mit dem prima¨ren anti-hITIH5-
Antiko¨rper (Pineda, Berlin) bei RT behandelt. Die Verdu¨nnung des Antiko¨rpers
betrug 1:200. Nach drei Waschschritten fu¨r zehn Minuten mit 1x Waschpuffer
wurden die Gewebeschnitte fu¨r 15 Minuten mit dem biotinylierten Sekunda¨r-
Antiko¨rper (Dako) inkubiert und erneut dreimal zehn Minuten gewaschen. Zur
Detektion der biotinylierten Antiko¨rper-Moleku¨le wurden die Schnitte daraufhin
mit der Streptavidin-markierten Alkalischen-Phosphatase (Dako) fu¨r 15 Minu-
ten bei RT behandelt. Nach einem dreimaligen Waschschritt fu¨r zehn Minuten
mit 1x Waschpuffer wurden die Gewebeschnitte mit dem Substrat Chromogen-
Gemisch (Dako) fu¨r sechs Minuten bei RT inkubiert. Dieses wurde zu einem
roten Farbstoff umgesetzt. Nach einem finalen dreimaligen Waschschritt mit 1x
Waschpuffer wurden die Gewebeschnitte fu¨r fu¨nf Minuten in einer Ku¨vette mit
Ha¨malaun gegengefa¨rbt. Das Bla¨uen erfolgte fu¨r zehn Minuten in handwarmem
Leitungswasser. Abschließend wurden die Gewebeschnitte in einer aufsteigenden
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Alkoholreihe (Tabelle 2.36) dehydriert und mit Vitrocludr eingedeckelt. Pho-
todokumentiert wurden die Schnitte auf einem inversen Lichtmikroskop (Leica,
Wetzlar) und die Auswertung erfolgte durch eine erfahrende Dermatohistologin.
Fu¨r die Fa¨rbung der Hyaluronsa¨ure in den murinen Hautmodellen wur-
de anlog verfahren. Dabei wurde ein biotinyliertes Hyaluronsa¨ue-Bindeprotein
(HABP; Merck, Darmstadt) in der Konzentration 25 µg/ml verwendet.
2.18.7 Immunfluoreszenz-Doppelfa¨rbung
Zur Detektion einer ITIH5-Proteinexpression in dermalen Fibroblasten wurde
eine Doppelfa¨rbung mithilfe des anti-hITIH5-Antiko¨rpers (Pineda, Berlin) und
eines kommerziellen CD90-Antiko¨pers (Dianova, Hamburg) durchgefu¨hrt. CD90
wird in der Haut ausschließlich in Fibroblasten exprimiert und dient damit als
Marker fu¨r diesen Zelltyp [144]. Voraussetzung bei einer Doppelfa¨rbung ist, dass
die Antiko¨rper aus unterschiedlichen Spezies stammen. In diesem Fall wurde
der ITIH5-Antiko¨rper in Kaninchen generiert, wa¨hrend der CD90-Antiko¨rper
murinen Ursprungs war. Zur Durchfu¨hung wurden 4 µm dicke Schnitte von
kryokonservierten Proben normaler humaner Haut hergestellt (Kapitel 2.18.1).
Die Schnitte wurden fu¨r zehn Minuten in Aceton gewaschen und bei 4◦C an
der Luft getrocknet. Im Anschluss wurden die Schnitte mit einem Mix aus bei-
den Antiko¨rpern inkubiert. Dabei wurden beide prima¨ren Antiko¨rper in einer
Verdu¨nnung von 1:100 in Antibody Diluent (Dako) eingesetzt. Nachfolgend wur-
den die Schnitte dreimal fu¨r zehn Minuten mit PBS gewaschen. Zum Immun-
fluoreszenznachweis wurden die Schnitte fu¨r eine Stunde mit den Fluorescein-
isothiocyanat (FITC)-konjugierten sekunda¨ren Antiko¨rpern Alexa 488 (1:200;
Ziege-anti-Kaninchen, Invitrogen) und Alexa 546 (1:200; Ziege-anti-Maus, Invi-
trogen) inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Schnitte dreimal fu¨r zehn
Minuten mit PBS gewaschen und mit DAPI (Applichem, Darmstadt), den Her-
stellerangaben entsprechend, angefa¨rbt. Nach einem erneuten Waschen mit PBS
wurden die Schnitte eingedeckelt. Die Auswertung erfolgte an einem Axiovert
200 Mikroskop (Zeiss, Jena).
Fu¨r die Doppelfa¨rbung der Tumorschnitte der Nacktma¨use aus dem Tumor-
geneseversuch (Kapitel 2.21.7) wurde analog verfahren. Eingesetzt wurde dabei
jeweils ein kommerzieller Antiko¨rper gegen CD31 (Dianova, Hamburg) als Blut-
gefa¨ß-Marker und αSMA (Progen Biotechnik, Heidelberg) als Perizyten-Marker.
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2.18.8 Isolation von Gesamt-Protein aus Zellen
Die Protein-Isolation erfolgte durch den lytischen Aufschluss humaner Zellen.
Nach einem Waschschritt mit PBS wurden 2x 105 Zellen geerntet (Kapitel
2.19.3). Die Lyse der Zellen erfolgte mit Hilfe von 350 µl NuPage Sample Buffer
(Invitrogen, Karlsruhe). Das Lysat wurde mit einem Zellschaber von der Petri-
schale abgelo¨st, in ein Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt und zweimal fu¨r 15 Sekunden
bei 35% Intensita¨t und neun Zyklen mit dem Sonifizierer SONOPLUS HD2070
(Bandelin electronic, Berlin) sonifiziert. Im Anschluss wurde der Ansatz 20 Mi-
nuten bei 4◦C und 13.000 U/min zentrifugiert. Der U¨berstand wurde in ein
neues Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt und bei -80◦C gelagert.
2.18.9 Isolation von Gesamt-Protein aus humanen und
murinen Geweben
Zur Isolation von Gesamt-Protein aus humanen bzw. murinen kryokonservier-
ten Gewebeproben wurden 10x 10 µm Schnitte von diesen angefertigt (Kapitel
2.18.1) und mit 350 µl NuPage Sample Buffer (Invitrogen, Karlsruhe) versetzt.
Im Folgenden wurde mit den Lysaten auf gleiche Weise verfahren wie mit den
Zelllysaten (Kapitel 2.18.8). Dabei war zu beachten, dass sich nach der Zentri-
fugation der Gewebelysate im oberen Teil der Proben ha¨ufig Fettbestandteile
und im unteren Teil U¨berreste von Gewebebestandteilen sammeln. Aus diesem
Grund wurde versucht, den mittleren Anteil der Proben vorsichtig in ein neu-
es Reaktionsgefa¨ß zu u¨berfu¨hren. Die fertigen Gewebelysate wurden bei -80◦C
gelagert.
2.18.10 Aufreinigung des rekombinanten ITIH5-Proteins
Das pMS-L-A-IV-Vektorkonstrukt mit integrierter nativer Signalsequenz des N-
terminalen ITIH5-Proteins (Kapitel 2.4) stand bereits zur Verfu¨gung. Die Ex-
pression des rekombinanten Proteins wurde durch eine transiente Transfektion
(Kapitel 2.19.6) in die Zelllinie HEK 293T realisiert. Diese humane Nierenzell-
linie zeigt eine hohe Transfektionseffizienz und Produktivita¨t, da sie das SV40
large T-Antigen exprimiert. Sie verfu¨gt damit u¨ber die Fa¨higkeit, eingebrachte
Plasmide u¨ber den fru¨hen SV40-ORI (origin of replication) episomal zu repli-
zieren. Die daraus resultierende hohe Plasmidkopienzahl fu¨hrt zu einer sta¨rkeren
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Expression des gewu¨nschten Proteins. Die konstitutive Expression des rekombi-
nanten Proteins unterlag dem Cytomegalovirus (CMV )-Promotor. Die Kontrol-
le der Transfektionseffizienz erfolgte bei erfolgreicher ITIH5-Proteinexpression
u¨ber die Fluoreszenz eines gebildeten eGFP-Proteins. Zu diesem Zweck trug
der Vektor eine interne ribosomale Entrittsstelle (IRES). Die Aufreinigung des
rekombinanten ITIH5-Proteins aus dem Zellkulturu¨berstand der transfizierten
Zellen erfolgte mit Ni-NTA-Agarose (Qiagen). Die Elution des rekombinanten
Proteins verlief dabei u¨ber assoziierte Histidin-Cluster (His-Tag). Ladungsbe-
dingt interagieren diese mit den NTA immobilisierten Ni2+-Ionen, wobei letztlich
das Histidinanalogon Imidazol diese Affinita¨t kompetiert und so die Elution des
rekombinanten Proteins u¨ber den His-Tag ermo¨glicht.
Vor Beginn der Aufreinigung wurde die Ni-NTA-Agarose dreimal mit 1x In-
kubationspuffer (Tabelle 2.11) gewaschen und bei 4◦C gelagert (Ni-NTA 50%ig).
Zur Sedimentation der Zellen wurden 12 ml des Zellkulturu¨berstandes fu¨r fu¨nf
Minuten bei 2.000 U/min zentrifugiert. 9 ml dieses U¨berstandes wurden in ein
neues Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt und mit 3 ml des 4x Inkubationspuffers so-
wie 75 µl 50% Ni-NTA-Agarose versetzt. Es folgte eine einstu¨ndige Inkubation
auf einem U¨ber-Kopf-Schu¨ttler bei RT sowie ein weiterer Zentrifugationsschritt
fu¨r fu¨nf Minuten bei 2.000 U/min. Der U¨berstand wurde verworfen, das Ni-
NTA-Pellet in 750 µl 1x Inkubationspuffer resuspendiert und in ein neues Re-
aktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt. Im Folgenden wurde das Pellet zweimal mit 750 µl 1x
Inkubationspuffer gewaschen und eine Minute bei 6.000 U/min zentrifugiert.
Abschließend wurde das Pellet in 75 µl Elutionspuffer resuspendiert und fu¨r 20
Minuten bei RT inkubiert. Der proteinhaltige U¨berstand wurde in ein neues Re-
aktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt und bei 4◦C gelagert. Um das aufgereinigte rekombinante
Protein in Zellkulturstudien einzusetzen, mussten die Proben aufkonzentriert,
deren Konzentration bestimmt (Kapitel 2.18.11) und in PBS umgepuffert wer-
den. Letzteres diente zur weitgehenden Entfernung des fu¨r die Zellen scha¨dlichen
Imidazols. Die Umpufferung erfolgte mit 50.000 MWCO Vivaspin 6 Sa¨ulen (Sar-
torius Stedim, Go¨ttingen, Deutschland) entsprechend den Herstellerangaben .
2.18.11 Bicinchoninsa¨ure (BCA) Assay
Mithilfe des Bicinchoninsa¨ure (BCA) Protein Assay Kits (Pierce, Rockford,
USA) konnte die Proteinkonzentrationsbestimmung durchgefu¨hrt werden. Das
Prinzip dieses Assays basiert auf der Biuret-Reaktion, der zufolge Proteine in
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alkalischem Milieu Cu2+-Ionen zu Cu+-Ionen reduzieren. Das einwertige Kup-
ferkation bildet mit zwei Moleku¨len Bicinchoninsa¨ure einen wasserlo¨slichen, vio-
letten Chelatkomplex, dessen Absorption bei 562 nm proportional zur Protein-
konzentration ist [145]. Die dem Kit beiliegenden Lo¨sungen A und B wurden
vor Gebrauch im Verha¨ltnis 50:1 gemischt. Als Standardmessreihe diente in
PBS gelo¨stes BSA in verschiedenen Konzentrationen (0-2.000 µg/ml). In einer
96-Well -Platte wurden 25 µl Probe bzw. Standardlo¨sung vorgelegt und 200 µl
des Reagenzes zupipettiert. Die Proben wurden bei 37◦C fu¨r 30 Minuten inku-
biert und anschließend bei einer Wellenla¨nge von λ = 562 nm photometrisch
gemessen. Dabei war die Menge des entstandenen violetten Farbkomplexes pro-
portional zur Gesamtproteinmenge der Proben. Anhand der BSA-Standardreihe
konnte die Proteinkonzentration berechnet werden.
2.18.12 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die diskontinuierliche denaturierende Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis,
SDS-PAGE) dient dazu, Proteine nach ihrer Gro¨ße aufzutrennen. SDS ist ein
anionisches Tensid, das die Eigenladung von Proteinen u¨berdeckt und somit eine
Auftrennung nach der Gro¨ße der Proteine ermo¨glicht. Die negative Nettoladung
des Proteins ist demnach proportional zu seinem Molekulargewicht. Die hohe
Auflo¨sung der elektrophoretischen Auftrennung beruht auf dem Einsatz eines
Sammelgels (4%, pH 6,8) u¨ber dem Trenngel (4-12%, pH 8,8). Das im Laufpuf-
fer enthaltene Glycin sammelt sich beim Anlegen eines elektrischen Stromkreises
im Sammelgel, in dem es aufgrund von Protonierungs- und Deprotonierungsre-
aktionen im aziden Milieu zu einem Zwitterion mit neutraler Nettoladung dis-
soziiert. Der resultierende elektrophoretische Stillstand bewirkt im Sammelgel
einen ho¨heren Widerstand und sorgt damit fu¨r eine ho¨here Bandenscha¨rfe, wenn
die Proteinfraktion auf das Trenngel trifft. Vor dem Auftragen auf das Gel wur-
den die Proben fu¨nf Minuten bei 95◦C erhitzt, um die Sekunda¨rstrukturen der
Proteine aufzulo¨sen. Zusa¨tzlich diente das im NuPage Sample Buffer enthaltene
Dithiothreitol (DTT) zur Reduktion der Disulfidbru¨cken. Verwendet wurde ein
NuPAGE Mini Gel der Firma Invitrogen (4-12% Bis-Tris), das in die Gelkam-
mer Novex Mini Cell (Invitrogen, USA) eingespannt wurde. Als Gro¨ßenstandard
wurden 10 µl ppm Marker (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Ther-
mo) aufgetragen. Die Gelelektrophorese wurde bei einer Spannung von 100 V
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durchgefu¨hrt.
2.18.13 Western-Blot
Die Proteine, die zuvor in der SDS-PAGE aufgetrennt wurden, galt es in ei-
nem na¨chsten Schritt zu visualisieren. Zu diesem Zweck wurde ein Western-Blot
durchgefu¨hrt, der die U¨bertragung von Proteinen auf eine Tra¨germembran be-
zeichnet. Die U¨bertragung erfolgt dabei mithilfe einer Elektrophorese, bei der
ein senkrecht zum Polyacrylamid-Gel gerichtetes elektrisches Feld angelegt wird.
Dabei wandern die Proteine von dem Gel auf eine 0,2 µm dicke Nitrocellulo-
semembran (Whatman, Dassel), an der sie aufgrund hydrophober Wechselwir-
kungen haften bleiben. Diese Methode bietet den Effekt, dass das Muster der
SDS-PAGE erhalten bleibt. Fu¨r den Transfer wurde eine sogenannte Sandwich-
kassette in der Reihenfolge Schwamm, Filterpapier, Gel, Nitrocellulosemembran,
Filterpapier und Schwamm zusammengebaut. Der Transfer erfolgte in der Mini
Trans Blot Kammer (Biorad), die mit Transfer-Puffer gefu¨llt wird, bei 100 V
konstant angelegtem Strom fu¨r eine Stunde. Zur Kontrolle eines erfolgreichen
Proteintransfers wurden die transferierten Proteine auf der Membran reversibel
mit Ponceau S fu¨r zehn Minuten angefa¨rbt. Anschließend wurde die Membran
mit H2O gewaschen. Im nachfolgenden Schritt erfolgte der eigentliche Protein-
nachweis mithilfe einer Antigen-Antiko¨rperreaktion (Immunodetektion). Dabei
bindet ein antigenspezifischer Prima¨rantiko¨rper an die passende Proteinban-
de auf der Membran und kann mit einem Enzym-markierten sekunda¨ren An-
tiko¨rper detektiert werden. Zuvor musste die Membran geblockt werden, damit
in der nachfolgenden Immunodetektion die Antiko¨rper nicht unspezifisch an die
Membran binden konnten. Geblockt wurde mit einer Lo¨sung aus 1x TBS + 1%
Tween 20 + 5% Milchpulver fu¨r eine Stunde. Das Milchpulver sa¨ttigt die freien
Bindungsstellen ab, wa¨hrend Tween 20 nicht gebundene Proteine von der Mem-
bran abwa¨scht. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit dem Prima¨rantiko¨rper
(anti-hITIH5-C-Terminus, 1:2.000; anti-mITIH5-C-Terminus, 1:5.000) u¨.N. bei
4◦C. Am na¨chsten Morgen folgten drei Waschschritte von zehn Minuten mit
1x TBS + 1% Tween 20, an denen sich die Inkubation mit dem Peroxidase-
gekoppelten sekunda¨ren Antiko¨rper (Ziege-anti-Kaninchen, 1:10.000 in 1x TBS
+ 1% Tween 20 + 5% Milchpulver) fu¨r eine Stunde anschloß. Nachfolgend
wurde erneut dreimal zehn Minuten in 1x TBS + 1% Tween 20 gewaschen,
um ungebundene bzw. unspezifisch gebundene Antiko¨rper zu entfernen. Die
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Proteindetektion erfolgte mit dem ECLTM Western Blotting Substrate (Pier-
ce). Dieses besteht aus zwei Detektions-Reagenzien, die im Verha¨ltnis 1:1 ge-
mischt werden. Die auf einem Ro¨ntgenfilm (Amersham Bioscience) nachweisba-
re Chemilumineszenz-Reaktion ist das Ergebnis einer Wechselwirkung zwischen
dem sekunda¨ren Antiko¨rper und dem ECLTM Western Blotting Substrate. Dem
zugrunde liegt, dass der sekunda¨re Antiko¨rper HRP (engl. horseraddish peroxi-
dase, Meerrettich-Peroxidase) gekoppelt ist. Im Detektions-Reagenz enthaltenes
Luminol wird durch die Peroxidase oxidiert, wobei Lumineszenz entsteht. Der
Ro¨ntgenfilm wurde nach angemessener Expositionszeit (zwischen einer Sekunde
und einer Stunde) mit dem Optimax x-Ray Film Prozessor (Protec Medizin-
technik) entwickelt.
Um die aufgetragenen Proteinmengen vergleichen zu ko¨nnen, wurde im An-
schluss ein β-Aktin- bzw. GAPDH-Test durchgefu¨hrt. Dafu¨r wurde die Membran
erneut dreimal zehn Minuten in 1x TBS + 1% Tween 20 gewaschen und fu¨r ei-
ne Stunde mit dem Prima¨rantiko¨rper gegen β-Aktin bzw. GAPDH behandelt.
Die Antiko¨rper wurden 1:2.000 in 1x TBS + 1% Tween 20 + 5% Milchpul-
ver verdu¨nnt. Es folgte ein dreimal zehnminu¨tiges Waschen in 1x TBS + 1%
Tween 20 und eine einstu¨ndige Inkubation mit dem Peroxidase-gekoppelten Se-
kunda¨rantiko¨rper (Ziege-anti-Maus, 1:4.000 in 1x TBS + 1% Tween 20 + 5%
Milchpulver), sowie letztmalig ein dreimal zehnminu¨tiges Waschen in 1x TBS +
1% Tween 20. Die β-Aktin- bzw. GAPDH-Banden wurden durch die oben be-
schriebene Chemilumineszenz-Reaktion und das Entwickeln des Ro¨ntgenfilmes
visualisiert.
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2.19.1 Kultivierung humaner Zelllinien
Um eine Kontamination bei der Anzucht und der Kultivierung von Zellen zu
vermeiden, wurden alle Arbeiten unter einer Sterilbank durchgefu¨hrt und auf die
Sterilita¨t aller verwendeten Gera¨te und Medien geachtet. Fu¨r die Kultivierung
der Zellen wurden Zellkulturgefa¨ße mit einer Gro¨ße von 75 cm2 verwendet. Gela-
gert wurden diese in Brutschra¨nken bei 37◦C, einer CO2-Sa¨ttigung von 5% und
einer Luftfeuchtigkeit von 95%. Die jeweiligen Medien der einzelnen Zelllinien
und ihre Zusa¨tze sind in Tabelle 2.19 aufgelistet. Fu¨r optimale Kulturbedingung-
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en war alle zwei bis drei Tage ein Mediumwechsel notwendig.
2.19.2 Auftauen kryokonservierter Zellen
Die Kryokonservierung humaner Zellen erfolgte in flu¨ssigem Stickstoff bei -196◦C.
Zum Auftauen der Zellen wurde zuna¨chst ein T75er-Zellkulturgefa¨ß an einer Ste-
rilbank mit 10 ml Medium befu¨llt und entsprechend beschriftet. Das Kryovial
mit den Zellen wurde dem Stickstofftank entnommen, der Deckel zur Druck-
Entweichung erst leicht angedreht und dann wieder verschlossen. Im Folgenden
wurde zu¨gig gearbeitet, um die Zellen durch das toxische DMSO, in dem sie ein-
gefroren wurden, nicht zu scha¨digen. Das Kryovial wurde bis knapp unter den
Deckel in ein 37◦C warmes Wasserbad eingetaucht, bis die Zellen zu ca. 90%
aufgetaut waren. Im Anschluss wurde das Kryovial mit 70% EtOH gereinigt
und unter die Sterilbank gestellt. Der komplette Inhalt wurde in das vorbereite-
te Zellkulturgefa¨ß u¨berfu¨hrt und u¨.N. in einem Brutschrank bei 37◦C inkubiert.
Am na¨chsten Tag wurde ein Mediumwechsel durchgefu¨hrt, um das DMSO zu
entfernen.
2.19.3 Ernte der Zellen
Beim Erreichen einer Konfluenz von ca. 80% erfolgte die Ernte bzw. das Passa-
gieren der Zellen. Dazu wurde das Medium aus dem Zellkulturgefa¨ß abgesaugt
und die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen. Es folgte die Zugabe von 3 ml ei-
ner Trypsin-EDTA-Lo¨sung und die Inkubation fu¨r fu¨nf Minuten in einem 37◦C
temperierten Wa¨rmeschrank. Die Protease Trypsin hat die Aufgabe, die fu¨r die
Adha¨sion zusta¨ndigen Oberfla¨chenproteine abzubauen und das EDTA bindet
die fu¨r das Adha¨rieren wichtigen zweiwertigen Ionen, wie Ca2+ und Mg2+. Das
Ablo¨sen der Zellen von der Oberfla¨che des Zellkulturgefa¨ßes wurde mikrosko-
pisch u¨berpru¨ft. Die proteolytische Zellablo¨sung wurde durch die Zugabe von
7 ml FKS-haltigem Medium abgestoppt, welches Proteasen inhibiert und das to-
xische EDTA verdu¨nnt. Die Zellsuspension wurde anschließend bei 1.200 U/min
fu¨r fu¨nf Minuten zentrifugiert und das Zellpellet in frischem Medium resuspen-
diert. Die Zellen standen nun zur Verfu¨gung, um neu ausgesa¨t und je nach
Bedarf kryokonserviert oder ausgeza¨hlt zu werden.
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2.19.4 Kryokonservierung vitaler Zellen
Fu¨r die Kryokonservierung wurden geerntete Zellen (Kapitel 2.19.3) zuna¨chst
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit PBS gewaschen, bevor es in 3 ml 10% DMSO-
und 20% FKS-haltigem Einfriermedium resuspendiert wurde. DMSO erfu¨llt den
Zweck, die Zellmembran vor der Bildung von Eiskristallen zu schu¨tzen. Gleich-
wohl hat DMSO den Nachteil, dass es auf die Zellen toxisch wirkt, solange diese
noch nicht eingefroren sind. Es war somit notwendig zu¨gig zu arbeiten und die
Kryoro¨hrchen mo¨glichst ku¨hl zu halten. Je 1 ml der Zellsuspension wurde in
Kryoro¨hrchen aliquotiert und u¨.N. mit dem Cryo 1◦C Freezing Container
”
Mr.
Frosty“ (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) auf -80◦C heruntergeku¨hlt. Am
na¨chsten Tag konnten die Zellen in einen mit flu¨ssigem Stickstoff gefu¨llten Tank
u¨berfu¨hrt werden, in dem sie bei -196◦C gelagert wurden.
2.19.5 Quantifizierung der Zellzahl
Die Zellzahlbestimmung wurde mit Hilfe des CASY 1 (Scha¨rfe System, Reut-
lingen) durchgefu¨hrt. Das Gera¨t bestimmt die Zellzahl mittels elektronischer
Pulsfla¨chenanalyse auf Basis der Widerstandsmessung der angesaugten Zellsus-
pension. Der Widerstand am Messpunkt ist vom Volumen und dem physiolo-
gischen Zustand der Zellen abha¨ngig. Der Messbereich wurde so gewa¨hlt, dass
Verfa¨lschungen durch Fremdpartikel weitgehend ausgeschlossen werden konnten.
Zur Durchfu¨hrung der Messung wurden von der Zellsuspension der geernteten
Zellen 100 µl entnommen und in 9,9 ml einer isotonen Elektrolytlo¨sung (Casy-
ton) resuspendiert. Das Ergebnis der Messung gibt die Zellzahl pro ml wieder.
2.19.6 Transiente Transfektion
Fu¨r die U¨berexpression und Aufreinigung des rekombinanten ITIH5-Proteins
(Kapitel 2.11) wurden humane Nierenzellen (HEK 293T) mit dem pMS-L-A-
IV-Vektorkonstrukt (Kapitel 2.4) transfiziert. Das zeitweilige Einbringen des
Plasmids in eine Wirtszelle wird dabei als transiente Transfektion bezeichnet.
Die Transfektion wurde mit Hilfe des Transfektionsreagenzes FuGene HD (Ro-
che, Schweiz), den Herstellerangaben entsprechend, durchgefu¨hrt. Die zugrunde
liegende Technik basiert auf einer Lipofektion. Dabei wird der Vektor durch Bin-
dung an oder Einschluss in Liposomen in die Zellen eingeschleust. Zu diesem
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Zweck wurden am Vortag der Transfektion 3x 105 HEK 293T-Zellen fu¨r jeden
Ansatz in einer 6-Well -Platte ausgesa¨t und fu¨r 24 Stunden bei 37◦C inkubiert.
Die optimale Transfektions-Ratio zwischen dem Transfektionsreagenz und der
Vektor-DNA wurde in Vorversuchen ermittelt. Die verwendeten Ansa¨tze sind
Tabelle 2.37 zu entnehmen.
Tabelle 2.37: Schema der transienten Transfektion
Ansatz Funktion FuGene HD [µl] Vektor-DNA [µg] ddH2O
A Selektionskontrolle - - 100
B Reagenzkontrolle 7 - 93
C DNA-Kontrolle - 2 100
D Transfektionsansatz 7 2 93
E Transfektionsansatz 7 2 93
F Transfektionsansatz 7 2 93
Die Zugabe der Transfektionsansa¨tze auf die Zellen erfolgte tropfenweise.
Einer Kultivierung von 72 Stunden bei 37◦C folgte die U¨berfu¨hrung der Ansa¨tze
in gro¨ßere Zellkulturgefa¨ße und die Zugabe des Selektivums Zeocin (700 µg/ml;
Invitrogen). Da das verwendete Vektorkonstrukt ein Resistenzgen gegen Zeocin
entha¨lt, diente nachfolgend eine Selektion u¨ber zwei Wochen zur Anreicherung
transfizierter Zellen. Im weiteren Verlauf wurde der Zellkulturu¨berstand fu¨r die
Aufreinigung des rekombinanten N-terminalen ITIH5-Proteins gesammelt.
2.19.7 Stabile Transfektion
Die stabile Transfektion bezeichnet den dauerhaften Einbau eines Vektors in das
Genom einer Wirtszelle. Diese Technik wurde genutzt, um die funktionelle Cha-
rakterisierung der biologischen Funktion des ITIH5 -Gens im Mammakarzinom
mit der Generierung von zwei stabilen Tumormodellen in dieser Arbeit zu erwei-
tern. Hierzu wurde die ITIH5 -Vollla¨ngen-cDNA in dem Phagemid-Vektor pBK-
CMV (Kapitel 2.2) stabil in das Genom der malignen humanen Brustkrebszell-
linien BT-549 (basaler Subtyp) und MCF7 (luminaler Subtyp) integriert. Zur
Kontrolle wurde auch der Leervektor (ohne ITIH5 -Vollla¨ngen-cDNA) in Zel-
len transfiziert. Nachfolgende funktionelle Analysen sollten in einen Kontext
mit bereits gesammelten Daten anderer generierter ITIH5-Tumormodelle der
Arbeitsgruppe gebracht werden.
Zur Selektion der stabil transfizierten Zellen musste die optimale Konzen-
tration des Selektivums G418 (Geneticin) im Vorfeld ermittelt werden. Zu die-
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sem Zweck wurden 1x 105 Zellen der BT-549- sowie MCF7-Wildtyp-Zellen in
6-Well -Platten ausgesa¨t und fu¨r 24 Stunden bei 37◦C in einem Brutschrank
kultiviert. Am na¨chsten Tag wurden die Zellen in den verschiedenen Wells mit
unterschiedlichen G418-Konzentrationen versetzt (Tabelle 2.38). Ein Well ohne
Antibiotikum diente als Kontrolle. U¨ber den Zeitraum von zwei Wochen erfolgte
alle zwei bis drei Tage die Zugabe frischen Mediums und Selektivums. Bei der
Auswertung entsprach die niedrigste G418-Konzentration, die nach zwei Wochen
zum Tod aller Zellen fu¨hrte, der einzusetzenden Konzentration an Selektivum.
Tabelle 2.38: G418-Verdu¨nnungsreihe
Ansatz G418 [µg/ml]
A 1.000
B 800
C 600
D 400
E 200
F -
G 2.000
H 1.800
I 1.600
J 1.400
K 1.200
L -
Die stabile Transfektion der BT-549- und MCF7-Zellen mit dem ITIH5 -
Vektor sowie dem Leervektor wurde mit Hilfe des Transfektionsreagenzes Fu-
Gene HD (Roche, Schweiz), den Herstellerangaben entsprechend, durchgefu¨hrt.
Am Vortag der stabilen Transfektion wurden 3x 105 Zellen je Ansatz ausgesa¨t
und u¨.N. bei 37◦C in einem Brutschrank inkubiert. Am na¨chsten Tag wurde das
Medium gewechselt und die Transfektionsansa¨tze nach Tabelle 2.39 angesetzt.
Tabelle 2.39: Schema der stabilen Transfektion
Ansatz Funktion FuGene HD Vektor-DNA ddH2O
[µl] [µg]
A Selektionskontrolle - - 100
B Reagenzkontrolle 8 - 92
C DNA-Kontrolle - 2 100
D Transfektionsansatz ITIH5-Vektor 3 2 97
E Transfektionsansatz ITIH5-Vektor 6 2 94
F Transfektionsansatz ITIH5-Vektor 8 2 92
G Transfektionsansatz Leervektor 3 2 97
H Transfektionsansatz Leervektor 6 2 94
I Transfektionsansatz Leervektor 8 2 92
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FuGene HD wurde bei RT erwa¨rmt und kurz gevortext. Die DNA wur-
de mit den entsprechenden Mengen an ddH20 in einem 1,5 ml Reaktionsgefa¨ß
verdu¨nnt. Das Transfektionsreagenz wurde zu den jeweiligen Ansa¨tzen gegeben
und fu¨r die DNA-Liposomen-Komplexbildung 15 Minuten bei RT inkubiert. Im
Anschluss wurden die Ansa¨tze tropfenweise in die jeweiligen Wells zu den Zel-
len pipettiert und die 6-Well -Platten fu¨r 72 Stunden bei 37◦C inkubiert. Es
folgte eine Titrationsreihe, bei der die Ansa¨tze B und C nicht weitergefu¨hrt
wurden, da diese nur als Kontrolle der Transfektionseffizienz dienten. Die Zellen
der u¨brigen Ansa¨tze wurden geerntet (Kapitel 2.19.3) und nach Tabelle 2.40
in einer Verdu¨nnungsreihe in Petrischalen (10 cm Durchmesser) ausgesa¨t. Dies
diente der spa¨teren Selektion von Einzel-Zellkolonien.
Tabelle 2.40: Schema der Titrationsreihe
Verdu¨nnung 1:10 1:20 1:50 1:100 1:200 1:300 1:500 1:1.000
Medium [ml] 9 9,5 9,8 9,9 9,95 9,97 9,98 9,99
Zellsuspension [ml] 1 0,5 0,2 0,1 0,05 0,03 0,02 0,01
Die Verdu¨nnungen wurden fu¨r 24 Stunden bei 37◦C inkubiert, bevor das
Selektivum G418 in der im Vorversuch ermittelten Konzentration von 400 µg/ml
fu¨r beide eingesetzten Brustkrebszelllinien hinzugegeben wurde. Das Medium
mit Selektivum wurde alle zwei bis drei Tage erneuert und die Ansa¨tze fu¨r
zwei Wochen kultiviert. Die Zellen aus Ansatz A dienten als Selektionskontrolle.
Dabei wurde mit der Isolation einzelner Klone gewartet, bis alle Wildtyp-Zellen
abgestorben waren.
Die Isolierung einzelner Klone erfolgte mit Hilfe von Transfektionszylindern.
Diese wurden mit Vaseline behaftet und mit einer sterilen Pinzette um die ein-
zelnen Klone gelegt. Die Zylinder wurden daraufhin mit 40 µl Trypsin befu¨llt,
die Zellen geerntet und in eine 96-Well -Platte umgesetzt. Alle Zellen wurden
mit konditioniertem 20% FKS-haltigem Medium zum Wachstum angeregt und
unter Selektionsdruck gehalten. Das Wachstum der Zellen wurde jeden Tag
u¨berpru¨ft. Bei Erreichen einer Konfluenz von 90% wurden die Zellen in ein
na¨chst gro¨ßeres Kulturgefa¨ß u¨berfu¨hrt (48-Well -, 24-Well -, 6-Well -Platte und
T75-Zellkulturgefa¨ß). Zur U¨berpru¨fung, ob die Klone das Vektorkonstrukt ent-
hielten, wurden diese auf RNA- und Protein-Ebene charakterisiert. Ausgewa¨hlte
Klone dienten zum Einsatz in funktionellen in vitro Experimenten.
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2.20 Funktionelle in vitro Experimente
2.20.1 Zellproliferationstest
Das Wachstumsverhalten humaner Mammakarzinomzellen wurde mit dem Cell
Proliferation Reagent WST-1 (Roche, Mannheim) durchgefu¨hrt. Der Test ba-
siert auf der mitochondrialen Dehydrogenase-Aktivita¨t metabolisch aktiver Zel-
len und erlaubt so Aussagen zum proliferativen Verhalten der Zellen. Die mi-
tochondriale Dehydrogenase sorgt fu¨r die katalytische Reduktion des Tetrazoli-
umderivats WST-1, wobei Formazan-Salz entsteht (Abbildung 2.5). Dieses fa¨rbt
die Lo¨sung gelblich und absorbiert Licht bei einer Wellenla¨nge von λ = 440 nm
bis λ = 650 nm. Letztendlich erfolgt die Quantifizierung auf dem ELISA-Reader,
wobei die Zellzahl proportional zur Absorption und somit zur gebildeten Menge
an Formazan ist. Zur Durchfu¨hrung wurden die Zellen geerntet (Kapitel 2.19.3)
und ausgeza¨hlt (Kapitel 2.19.5). In jeweils 100 µl Medium wurden 1.000 Zel-
len in sechsfacher Bestimmung auf vier 96-Well -Platten fu¨r vier Messzeitpunk-
te (24, 48, 72 und 96 Stunden) ausgesa¨t und u¨.N. in einem Brutschrank bei
37◦C inkubiert. U¨ber die Dauer von vier Tagen wurde jeden Tag eine Messung
durchgefu¨hrt. Dazu wurde morgens das alte Medium von den Wells einer Platte
abgesaugt und jeweils 100 µl neues Medium mit zusa¨tzlich 10 µl WST-1 Rea-
genz zugegeben. Es wurden ebenfalls zwei leere Wells mit Medium und WST-1
Reagenz befu¨llt, um als Referenz unspezifischer Absorption zu dienen. Nach der
Zugabe des WST-1 Reagenzes erfolgte eine Inkubation von vier Stunden bei
37◦C im Brutschrank, bevor die Quantifizierung auf dem ELISA-Reader (Infi-
nite M200, Tecan) erfolgte.
Abbildung 2.5: Chemische Reaktion beim WST-1 Reagenz. Das Tetrazoliumderivat
WST-1 wird in stoffwechselaktiven Zellen durch mitochondriale Dehydrogenasen zu Formazan-
Salz reduziert (Quelle: [146]).
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2.20.2 Koloniebildungstest
Der Koloniebildungstest (engl. Colony Formation Assay) bietet die Mo¨glichkeit
das Zellwachstum humaner Krebszellen u¨ber einen Zeitraum von zehn Tagen
zu untersuchen. Daneben lassen sich Aussagen u¨ber morphologische Unter-
schiede und vor allem das Koloniebildungsvermo¨gen der Zellen treffen. Zur
Durchfu¨hrung wurden die Zellen geerntet (Kapitel 2.19.3) und geza¨hlt (Ka-
pitel 2.19.5), um 1.000 Zellen auf einer 6-Well -Platte in Dreifachbestimmung
auszusa¨en. Zur Aufrechterhaltung des Selektionsdrucks der stabilen Transfek-
tanden erfolgte die Zellaufnahme in 2 ml Medium mit 400 µg/ml G418. Die
Koloniebildungstests mit dem rekombinanten ITIH5-Protein erfolgten mit den
entsprechenden Konzentration dessen im Medium. Die Zellen wurden zehn Ta-
ge in einem Brutschrank bei 37◦C inkubiert, wobei alle zwei bis drei Tage ein
Mediumwechsel mit Selektivum oder rekombinantem Protein erfolgte. Die re-
gelma¨ßige Kontrolle der Koloniebildung erfolgte am Lichtmikroskop. Zur Aus-
wertung wurde das Medium abgesaugt und die Zellen vorsichtig mit PBS gewa-
schen. Die Zugabe von 1 ml einer 0,1% formalinhaltigen Kristallviolett-Lo¨sung
sorgte fu¨r das Anfa¨rben und Fixieren der Zellen. Diese wurden daraufhin fu¨r 30
Minuten bei RT inkubiert, bevor drei Waschschritte mit je 2 ml ddH2O folgten.
Die Zellen wurden fotografiert und die Auswertung erfolgte densitometrisch mit
Hilfe der Software ImageJ (National Institute of Health, USA).
2.20.3 Adha¨sionstest
Der Adha¨sionstest diente dazu, die Adha¨sions-Effizienz der Krebszellen in vitro
zu untersuchen. Zur Darstellung einer mo¨glichst nahen in vivo Situation fu¨r die
Zellen wurden die 6-Well -Platten mit MatrigelTM (BD Biosciences) beschich-
tet. Dieses stammt aus einem Engelbrecht-Holm-Swarm (EHS) Maus Sarkom,
das reich an extrazellula¨ren Matrixproteinen ist. MatrigelTM bietet den Vor-
teil, dass es biologisch aktives Matrixmaterial erzeugt, das der zellula¨ren Ba-
salmembranmatrix von Sa¨ugetieren a¨hnelt. Die Gebrauchskonzentration betrug
10 µg/µl [122], wobei das verdu¨nnte MatrigelTM vor Zugabe der Zellen zwei
Stunden bei RT in den Wells inkubieren musste. Die entsprechenden Zellen
wurden geerntet (Kapitel 2.19.3) und die Zellzahl bestimmt (Kapitel 2.19.5). In
jedes 6-Well wurden 2,5x 105 Zellen in einem Volumen von 2 ml serumfreiem
Medium ausgesa¨t und die jeweiligen Ansa¨tze fu¨r 60 Minuten in einem Brut-
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schrank bei 37◦C inkubiert. Die Adha¨sion der Zellen wurde lichtmikroskopisch
u¨berpru¨ft. Nicht-adha¨rente Zellen wurden durch zweimaliges Waschen mit 1 ml
serumfreiem Medium entfernt, wobei auf vorsichtiges Pipettieren von der Well-
kante aus zu achten war, um das Abwaschen adha¨renter Zellen zu vermeiden.
Im Anschluss erfolgte die Fixierung und das Anfa¨rben der adha¨renten Zellen,
zuna¨chst mit Hilfe von 1 ml 70% EtOH fu¨r zehn Minuten und dann mit 1 ml
einer 0,1% Kristallviolett-Lo¨sung fu¨r 20 Minuten. Die Wells wurden vorsich-
tig dreimal mit ddH2O gewaschen und bei 37
◦C u¨.N. getrocknet. Am na¨chsten
Tag erfolgte das Lo¨sen des Farbstoffes mittels 30 minu¨tiger Inkubation der Zel-
len in 1 ml 0,02% Triton X. Nach der Zugabe von 1 ml Isopropanol und einer
letztmaligen Inkubation von fu¨nf Minuten wurden 200 µl des U¨berstandes in
Dreifach-Bestimmung in eine 96-Well -Platte u¨berfu¨hrt. Die bla¨uliche Fa¨rbung
des U¨berstandes korrelierte mit der Anzahl der adha¨renten Zellen. Die Mes-
sung erfolgte im ELISA-Reader bei einer Wellenla¨nge von λ = 590 nm gegen
mitgefu¨hrte Leerwerte.
2.20.4 Wundheilungstest
Das Migrationsverhalten humaner Krebszellen konnte mithilfe des Wundheilungs-
tests (engl. Scratch-Assay) untersucht werden. Dieser Test untersucht die Fa¨hig-
keit der Zellen in vitro in eine freie Fla¨che zu migrieren. 3x 105 Zellen wurden
zu diesem Zweck in 6-Well -Platten ausgesa¨t und u¨.N. bei 37◦C inkubiert. Das
Einbringen der Wunde erfolgte am na¨chsten Tag. Dazu wurde mit einer sterilen
Pipettenspitze ein Kratzer in den konfluenten Zellrasen eingebracht. Zur Ent-
fernung der Zellreste und -tru¨mmer wurden die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen
und mit neuem Medium versorgt. Ab diesem Zeitpunkt wurde in definierten
Zeitabsta¨nden das Migrationsverhalten mit einem Foto von jedem Scratch do-
kumentiert. Zu jedem Zeitpunkt wurde derselbe Ausschnitt mit einer Colour-
Vision III CCD Kamera fotografiert und die freie Fla¨che des Kratzers in Pixel
mit der Software analySIS pro (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH) be-
stimmt. Die Ansa¨tze wurden bis zur vollsta¨ndigen Besiedlung der freien Fla¨che
dokumentiert.
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2.20.5 Apoptosetest
Apoptose ist ein genetisch gesteuerter Prozess, der sowohl unter normalen phy-
siologischen Bedingungen auftreten kann, als auch als Reaktion auf a¨ußere Ein-
flu¨sse. Ein Kennzeichen der Apoptose ist die Aktivierung von Caspasen. Der
Apo-ONEr Homogeneous Caspase-3/7 Assay (Promega, Mannheim) verwen-
det ein fluoreszenzmarkiertes Substrat (Z-DEVD-R110) zum Nachweis aktiver
Caspasen-3 und -7 (Abbildung 2.6). Das Fluoreszenzsignal ist dabei proportio-
nal zur Menge aktivierter Caspasen. Durchgefu¨hrt wurde der Assay in 96-Well -
Platten. Als Stimulus der Apoptose diente Staurosporin. In Vorversuchen erwies
sich zur Durchfu¨hrung eine Zellzahl von 20.000 Zellen in 50 µl Medium pro Well
als angemessen. Nach dem Aussa¨en der Zellen in sechsfacher Bestimmung wur-
den diese u¨.N. bei 37◦C inkubiert. Am na¨chsten Morgen wurde den Zellen 1 µM
Staurosporin zugegeben, wobei jeweils drei unbehandelte Ansa¨tze als Negativ-
kontrolle mitgefu¨hrt wurden. Es folgte eine Inkubation bei 37◦C fu¨r 24 Stunden
zur Induktion der Apoptose durch Staurosporin. Im Anschluss wurden 50 µl
des dem Assay beiliegenden Reagenzes in alle Wells gegeben und die Platte fu¨r
vier Stunden bei RT lichtgeschu¨tzt inkubiert. Der U¨berstand jedes Wells wur-
de in eine schwarze 96-Well -Platte u¨berfu¨hrt und die Quantifizierung auf dem
ELISA-Reader durchgefu¨hrt. Eine Korrektur der Messwerte erfolgte durch den
Abzug der Grundfluoreszenz von zellfreien Ansa¨tzen, die mitgefu¨hrt wurden.
Abbildung 2.6: Schema des Nachweises aktiver Caspasen-3 und -7 durch den Apo-
ONEr Homogeneous Caspase-3/7 Assay. Die Spaltung des nicht-fluoreszierenden Cas-
pase Substrats Z-DEVD-R110 durch die Caspasen-3 und -7 fu¨hrt zur Bildung des fluoreszie-
renden Rhodamin-110 (Quelle: vera¨ndert nach [147]).
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2.21.1 Maushaltung und Zucht
Sowohl die ITIH5-Knockout-Ma¨use als auch die Balb/c (nu/nu) Nacktma¨use
wurden in den Ra¨umen des Instituts fu¨r Versuchstierkunde der Uniklinik RWTH
Aachen unter der Leitung von Univ.-Prof. Dr. med. Rene` H. Tolba unterge-
bracht. Die Einrichtung bescha¨ftigt ausgebildete TierpflegerInnen und Tiera¨rzte/
Tiera¨rztinnen, welche fu¨r die Haltung und Betreuung der Versuchstiere zusta¨ndig
sind. Das Institut verfu¨gt u¨ber eine Haltungsgenehmigung nach §11 des Tier-
schutzgesetzes und garantiert standardisierte Haltungsbedingungen unter spezi-
fiziert pathogenfreien (SPF)-Zuchtbedingungen mithilfe von Infektionsbarrieren.
Ein konstanter Biorythmus wurde durch Belichtungszeiten von 7 Uhr bis 19 Uhr,
eine konstante Klimatisierung von 22◦C bis 24◦C und eine relative Luftfeuchte
von 55% (± 10%) gewa¨hrleistet. Die Haltung der Tiere erfolgte in durchsich-
tigen Green Line IVC Sealsafe PLUS (Tecniplast, Buguggiate, Italien) Poly-
carbonatka¨figen auf Weichholzgranulat. Dabei handelt es sich um sogenannte
isoliert ventilierte Ka¨figsysteme (engl. isolated ventilated cage, IVC). Vorgefil-
terte Luft wird u¨ber spezielle Zufu¨hrungen in den Ka¨fig gefu¨hrt und an anderer
Stelle wieder abgefu¨hrt. Die Luftfu¨hrung sichert, dass Luft, die durch den Ka¨fig
gefu¨hrt wurde, nicht in einen anderen gelangt. Dies vermeidet die U¨bertragung
von Krankheitserregern. Sterilisiertes Trinkwasser und autoklaviertes, pelletier-
tes Futter wurden regelma¨ßig vom Tierpflegepersonal erneuert. Jungtiere wur-
den bis zur Entwo¨hnung im Alter von vier Wochen bei ihren Mu¨ttern gehalten
und danach in andere Ka¨fige abgesetzt. Bei weiblichen Tieren wurden bis zu
fu¨nf Tiere in einem Ka¨fig gehalten. Ma¨nnliche Tiere wurden alleine gehalten,
da sie durch ihr Revierverhalten sehr aggressiv sein ko¨nnen. Mithilfe des Da-
tenbanksystems
”
TierBase“ erfolgte die Erfassung der einzelnen Tiere sowie die
Auftragstellung von Verpaarungen, Eliminierungen und Tierbestellungen. Alle
Tiere erhielten zur Kennung eine Ohrlochmarkierung.
2.21.2 Kryokonservierung
Die Kryokonservierung dient zur dauerhaften und sicheren Lagerung von Maus-
embryonen in flu¨ssigem Stickstoff (-196◦C). Diese Methode schu¨tzt vor dem
Verlust genetisch manipulierter Mauslinien, die zweifelsohne einen hohen wis-
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senschaftlichen Wert darstellen. Mithilfe dieses Verfahrens kann man die Vi-
talita¨t der Embryonen nahezu unbegrenzt aufrechterhalten. Sollte die ITIH5-
Knockout-Mauskolonie durch a¨ußere Einflu¨sse wie z.B. eine mikrobiologische
Kontamination in ihrem Bestand gefa¨hrdet sein, so bietet die Kryokonservier-
ung von Embryonen ein geeignetes Sicherungsinstrument zur Re-Etablierung
der Kolonie. Zu diesem Zweck wurden die Embryonen in die Geba¨rmutterho¨hle
von scheintra¨chtigen Ammen transferiert und durch diese ausgetragen. Zur aus-
reichenden Konservierung wurden 500 Embryonen beno¨tigt. Die U¨berpru¨fung
der Kryokonservierung erfolgte durch einen Testauftau der Embryonen bis hin
zur Geburt der Tiere und der U¨berpru¨fung ihrer Genotypen.
2.21.3 Gezielte Verpaarung
Zur U¨berpru¨fung der Kopulation und zur genauen Bestimmung des Schwanger-
schaftsbeginns wurde am Tag nach der Verpaarung die Vagina des Weibchens
auf einen Propf hin untersucht. Dieser besteht aus einem Sekret der Koagulati-
onsdru¨se sowie Spermien und schu¨tzt vor Samenru¨ckfluss und einer Kopulation
durch andere Ma¨nnchen. Der Tag nach der Verpaarung wurde als der erste Tag
der Schwangerschaft bezeichnet.
2.21.4 Pha¨notypische Untersuchungen der ITIH5-Knock-
out-Ma¨use
Zur Untersuchung auf mo¨gliche pha¨notypische Unterschiede zwischen ITIH5-
Knockout- und Wildtyp-Ma¨usen wurden die Tiere im Abstand von einer Wo-
che auf einer Waage (Sartorius, Go¨ttingen) gewogen. Um das Ko¨rpergewicht
mo¨glichst genau zu bestimmen, wurden die Tiere in einen Messbecher gesetzt,
der ihre Bewegungsfreiheit einschra¨nkte. Des Weiteren wurden Blut- und Serum-
analysen durchgefu¨hrt. Dazu wurden die Tiere zuna¨chst mit Isofluran ana¨sthesiert
und durch eine Retrobulba¨rpunktion Blut entnommen. Bei der Retrobulba¨rpunk-
tion werden die Halsgefa¨ße mit Daumen und Zeigefinger gestaut, wodurch die
Augen des Tieres hervortreten. Anschließend wird eine Kapillare drehend am
nasalen Augenwinkel in Richtung auf das gegenu¨berliegende Kiefergelenk ein-
gefu¨hrt. Bei Erreichen des Venengeflechts tritt Blut in die Kapillare, das in mit
Lithium-Heparin oder EDTA beschichteten Ro¨hrchen aufgefangen werden kann.
Das Koaggulat wurde durch Zentrifugation bei 2.500 U/min fu¨r zehn Minuten
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vom Serum-U¨berstand getrennt. Serum und EDTA-Blut wurden bei RT gelagert
und die jeweiligen Parameter durch die Abteilung Ha¨matologie des Instituts fu¨r
Versuchstierkunde der Uniklinik RWTH Aachen bestimmt.
2.21.5 Entnahme von Organen und Hautbiopsien
Fu¨r die Entnahme von Organen wurden die Tiere durch zervikale Dislokation
geto¨tet und die Tierko¨rper mithilfe eines handelsu¨blichen Elektrorasierers ent-
haart. Begonnen wurde mit der Entnahme des Brustgewebes und der Lymph-
knoten. Dazu wurde ein Schnitt in der Mittellinie vom Becken bis zur Schnauze
angelegt. Das Peritoneum wurde freigelegt und die Haut zu beiden Seiten fi-
xiert. Im Anschluss wurden das Brustgewebe und die Lymphknoten vorsichtig
von der Haut freipra¨pariert. Dabei arbeitet man sich von ventral nach dorsal
vor. Entnommene Brustgewebe und Lymphknoten wurden von u¨berschu¨ssigem
Fett- und Muskelgewebe befreit. Zur Entnahme der anderen Organe wurde die
Bauchho¨hle durch einen La¨ngsschnitt entlang der Linea-alba (senkrechte Binde-
gewebsnaht in der Mitte des Bauches) ero¨ffnet. Die Organe wurden zur langfris-
tigen Konservierung in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet bzw. kryo-
konserviert. Hautproben wurden von den Ohren mittels Biopsiestanzen (2 mm;
pfm medical, Ko¨ln) entnommen. Die gesammelten Proben standen fu¨r die RNA-
Extraktion (Kapitel 2.17.2) sowie fu¨r histologische Analysen (Kapitel 2.18.4 und
2.18.6) zur Verfu¨gung.
2.21.6 Entnahme von Mausembryonen
Zum Aufbau des dreidimensionalen Hautmodells (Kapitel 2.21.10) wurden em-
bryonale epidermale Keratinozyten verwendet. Fu¨r die Isolation der Zellen aus
Mausembryonen wurden gezielt Ma¨use verpaart (Kapitel 2.21.3). Die schwange-
ren Ma¨use wurden durch zervikale Dislokation geto¨tet und der Bauchraum wie
in Kapitel 2.21.5 beschrieben geo¨ffnet. Fu¨r die Keratinozyten-Isolation (Kapitel
2.2.2) wurden Embryonen des 16. Tra¨chtigkeitstages verwendet.
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2.21.7 Orthotope Injektion humaner Mammakarzinom-
zellen in das mammila¨re Fettgewebe (Tumorgene-
semodell)
Zur Durchfu¨hrung des xenogenen Tumorgenesemodells wurden fu¨nf Wochen al-
ten weiblichen Balb/c (nu/nu) Nacktma¨usen MDA-MB-231 Brustkrebszellen
(1x 106 in 100 µl PBS) orthotop ins rechte, hintere mammila¨re Fettgewebe mit
einer Spritze (G17) injiziert. Verglichen wurden jeweils neun Ma¨use einer ITIH5-
Testgruppe (ITIH5-Klon #7) und einer Kontrollgruppe (Leervektor-Klon #1).
Nach der Injektion und dem Anwachsen der Tumoren wurden diese zweimal
pro Woche mit einer Schieblehre vermessen. Die Tiere wurden dazu manuell
fixiert. Das Volumen der Tumoren wurde u¨ber die Formel V = 0,52 x D x d2
bestimmt, wobei
”
D“ der gro¨ßte Tumordurchmesser und
”
d“ der kleinste Tumor-
durchmesser ist [148]. Wa¨hrend der Versuchsphase wurden die Tiere fortlaufend
auf Unregelma¨ßigkeiten im Verhalten oder Anzeichen von Schmerzen und Lei-
den kontrolliert. In diesen Fa¨llen wurde das betroffene Tier vorzeitig geto¨tet.
Der Versuch
”
Transplantation von ITIH5-transfizierten, humanen Tumorzellen
in immunsupprimierte Nacktma¨use (nu/nu) und Charakterisierung der resultie-
renden Tumorgenese und Metastasierung“ (AZ 87-51.04.2010.A226) wurde von
der zusta¨ndigen Beho¨rde genehmigt.
2.21.8 Mikro-Computertomographie
Zur Darstellung der Tumoren und der Untersuchung ihrer Angiogenese wur-
den die Ma¨use des Tumorgeneseversuchs (Kapitel 2.21.7) vor ihrer Euthanasie
mittels nicht-invasiver in vivo 3D-µCT Bildgebung (TomoScope 30s Duo CT
Imaging, Erlangen) untersucht. Fu¨r die Dauer der Untersuchung wurden die
Tiere mittels 1,5% Isofluran narkotisiert. Zur Darstellung des Blutgefa¨ßsystems
wurde den Tieren mithilfe eines Schwanzvenenkatheters das Jod-haltige Blut-
poolkontrastmittel eXIA 1600r (Binitio Biomedical, Ottawa, Kanada) injiziert.
Das Prinzip beruht auf der starken Schwa¨chung der Ro¨ntgenstrahlung durch
das Kontrastmittel. Somit heben sich gut durchblutete Areale deutlich ab. Die
Tiere wurden in einer fu¨r das Gera¨t spezifischen Vorrichtung fixiert und in das
Gera¨t eingefu¨hrt. Die Bildgebung erfolgte mittels Dual-Energie Scans bei 41
und 65 kV (bei 0,5 mA und 1 mA) je Maus und fu¨hrte zur Erhebung von 2.880
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Bildberechnungen (Gro¨ße: 1.032 x 1.024) u¨ber einen Scan-Zeitraum von sechs
Minuten unter steter Rotation. Mithilfe eines VOXEL-MAN Programmsystems
(Feldkamp-Typ; CT-Imaging, Erlangen) wurden die Daten anschließend zu Bil-
dern rekonstruiert und mittels AMIDE Software [149] analysiert. Abschließend
wurde mit Hilfe der Imalytics research workstation 3.0 beta (Philips Research,
Aachen) die 3D-Architektur der Bilder hergestellt und visualisiert. Diese Soft-
ware erlaubt unter anderem eine interaktive Segmentierung, die Bestimmung
von Tumor- und Organvolumina sowie die Berechnung des relativen Blutvolu-
mens (rBV). Letzteres wurde berechnet, indem die Ro¨ntgendichte (in Hounsfield
Einheiten) des segmentierten Tumors und eines Referenz-Blutgefa¨ßes (abdomi-
naler Teil der Aorta) vor (0% rBV) und nach (100% rBV) der Injektion des
Kontrastmittels bestimmt wurde. Die Berechnung des rBV erfolgte nach der
Formel:
rBV[%] =
Tumor (nach Kontrastmittel) - Tumor (vor Kontrastmittel)
Blutgefa¨ß (nach Kontrastmittel) - Blutgefa¨ß (vor Kontrastmittel)
∗ 100.
2.21.9 Kontakt-Hypersensitivita¨ts-Modell
Fu¨r das Kontakt-Hypersensitivita¨ts-Modell wurde bei den Tieren eine kleine
Hautfla¨che am Bauch (2x 2 cm) rasiert. Es folgte das Auftropfen von Substan-
zen auf die Haut (Sensibilisierung). Als Substanzen dienten das Kontaktallergen
2,4,6-Trinitrochlorbenzol (TNCB) sowie Aceton (Lo¨sungsmittel fu¨r TNCB) als
Kontrolle. Bei der Sensibilisierung wurden 100 µl TNCB (3% w/v) oder 100 µl
Aceton (Kontrolle) mithilfe einer Spritze auf das rasierte Abdomen aufgetropft.
Fu¨nf Tage spa¨ter wurde die Ohrdicke der Ma¨use bestimmt, um einen Basiswert
zu erhalten. Es folgte das Auslo¨sen der Kontaktallergie durch die Allergenappli-
kation auf die Ohrhaut der Tiere. Dazu wurden 20 µl des Kontaktallergens
(1% w/v TNCB) oder der Kontrolle (Aceton) mithilfe einer Pipette auf die
Ohrhaut appliziert. Nach 24 Stunden wurde mithilfe einer kurzen manuellen
Fixierung des Tieres die Ohrdicke bestimmt. Gemessen wurde diese mithilfe ei-
nes Taschenmikrometers (HITEC Messtechnik GmbH, Magstadt) am a¨ußeren
Rand der Ohren. Am Ende des Versuchs wurden die Tiere durch zervikale Dis-
lokation geto¨tet. Der Versuch wurde gema¨ß des Tierversuchsantrags
”
Kontakt-
Hypersensitivita¨ts-Modell der ITIH5-Knockout-Maus“ (AZ 84-02.04.2013.A026)
durchgefu¨hrt.
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2.21.10 Murines dreidimensionales Hauta¨quivalent
In der dermatologischen Forschung sind Tierversuche fu¨r die Beantwortung un-
terschiedlicher Fragestellungen seit langer Zeit notwendig. Als Alternative hat
sich zunehmend der Einsatz eines dreidimensionalen Hautmodells als in vitro
Testsystem entwickelt. Dieses ist aus zwei Schichten aufgebaut und kommt da-
mit der natu¨rlichen Haut sehr nahe. Das in vitro Modell erlaubt die Analy-
se verschiedenster Wechselwirkungen zwischen epidermalen und kutanen Zel-
len. Neben dem in vivo System der ITIH5-Knockout-Maus wurde das Haut-
modell in dieser Arbeit eingesetzt, um die Wirkung des ITIH5-Verlustes auf
die Haut auch in vitro zu untersuchen. Zuna¨chst mussten dermale Fibroblas-
ten und epidermale Keratinozyten aus entsprechenden ITIH5-Knockout- und
Wildtyp-Ma¨usen isoliert werden (Kapitel 2.2.2). Zwecks besserer Kultivierbar-
keit wurden Fibroblasten von adulten Tieren sowie Keratinozyten von murinen
Embryonen verwendet. Der Aufbau eines dreidimensionalen Hautmodells wird
schematisch in Abbildung 2.7 erkla¨rt. Anfa¨nglich wurden prima¨re Fibroblasten
in einer Typ 1-Kollagenmatrix eingebettet und darauf prima¨re Keratinozyten
ausgesa¨t. Zwischen den Fibroblasten und den Keratinozyten entsteht dabei eine
Wechselwirkung, die letztendlich fu¨r die Ausbildung einer funktionstu¨chtigen
Basalmembran sorgt. Analog zur natu¨rlichen Haut differenzieren die Keratino-
zyten und bilden eine mehrschichtige Epidermis bestehend aus Stratum basale,
Stratum spinosum, Stratum granulosum und Stratum corneum (Abbildung 1.8).
Zur Herstellung des Kollagengels wurde kalte Typ 1-Kollagenlo¨sung vom Rind
(Life Technologies) mit 10x Hank´s balanced salt solution (HBSS; Life Tech-
nologies) im Verha¨ltnis 8:1 gemischt. Nach der Neutralisierung mit 1 M NaOH
wurden die isolierten murinen Fibroblasten (1x 105 Zellen/ml) zur Gello¨sung ge-
geben und 4 ml davon in Membran-Einsa¨tze (0,4 mm Porengro¨ße; 25 mm Durch-
messer; Nunc) einer 6-Well -Platte pipettiert. Nach der Polymerisierung der Gele
wurden diese mit Fibroblastenmedium (DMEM mit 10% FKS, 100 U/ml Pe-
nicillin, 100 mg/ml Streptomycin und 50 mg/ml Askorbinsa¨ure) bedeckt und
fu¨r 72 Stunden bei 37◦C inkubiert. Im Anschluss wurden die isolierten murinen
Keratinozyten (2x 106 Zellen/Well) auf das Kollagengel ausgesa¨t und in Kera-
tinozytenmedium (Derma Life K mit 5% FKS, 100 U/ml Penicillin, 100 mg/ml
Streptomycin und 50 mg/ml Askorbinsa¨ure) fu¨r zwei bis vier Tage kultiviert. Die
Hauta¨quivalente waren dabei vollsta¨ndig mit Medium bedeckt, um die Prolifera-
tion der Keratinozyten zu gewa¨hrleisten. Final wurden die Ansa¨tze luftexponiert
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und fu¨r sieben Tage weiter kultiviert. Dabei wurden die Modelle nur noch von
basal mit Medium versorgt und apikal der Luft ausgesetzt. Diese so genannte
air-liquid -Kultivierungsmethode induziert die Reifung und Ausdifferenzierung
der Keratinozyten bzw. die Stratifizierung der Epidermis mit der Bildung einer
Hornschicht (Stratum corneum) [150]. Die fertigen dreidimensionalen Hautmo-
delle standen fu¨r histologische Analysen zur Verfu¨gung.
Abbildung 2.7: Schematischer Aufbau des dreidimensionalen Hautmodells. Auf der
Kollagen-Matrix mit eingebetetten Fibroblasten bilden die Keratinozyten eine vollsta¨ndige
epidermale Struktur aus. Das Modell befindet sich in einem Membran-Einsatz und ist
von oben der Luft ausgesetzt sowie von unten der Versorgung durch Medium (air-liquid -
Kultivierungsmethode)(Quelle: vera¨ndert nach [150]).
2.22 Statistische Methoden
Die statistischen Auswertungen dieser Arbeit erfolgten mit der Software Graph-
Pad Prism 5 (La Jolla, USA). Eine statistische Signifikanz war definiert ab
einem P-Wert ≤0,05. Der Effektgro¨ßenvergleich zweier unabha¨ngiger Gruppen
wurde mit Hilfe eines zweiseitigen, nicht-parametrischen Mann-Whitney U-Tests
ausgewertet. Die Korrelation zwischen dem relativen Blutvolumen und der CD-
31-Fa¨rbung wurde mithilfe der Pearson-Korrelationsanalyse bestimmt.
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Kapitel 3
Ergebnisse
3.1 Die Charakterisierung von ITIH5 im Mam-
makarzinom
Im Laufe der vergangenen Dekaden wurde die Rolle der Inter-α-Trypsin-Inhibi-
toren in der Entstehung humaner epithelialer Tumoren zunehmend erforscht
[132, 109]. Als neuestes Mitglied dieser Moleku¨l-Familie weist ITIH5 im nor-
malen Dru¨senepithel der Brust eine starke Expression auf [107], die jedoch in
42% aller Mammakarzinome verloren geht [134]. Eine Korrelationsanalyse zwi-
schen der ITIH5-Expression und kliniko-pathologischen Faktoren zeigte, dass
der Expressionsverlust von ITIH5 mit einem verku¨rzten U¨berleben der Patien-
tinnen assoziiert ist [151]. Aufbauend auf Vorarbeiten der Arbeitsgruppe soll-
te die biologische Funktion von ITIH5 im Brustepithel und seine Rolle beim
Mammakarzinom im Rahmen dieser Arbeit na¨her charakterisiert werden. Da-
zu wurden zum einen geeignete in vitro Mammakarzinommodelle generiert, die
ITIH5 in analoger Weise zum Normalgewebe wieder exprimieren sollten. An-
hand dieser konnten in funktionellen in vitro Analysen tumorpha¨notypische Ei-
genschaften wie die Proliferation, das Koloniebildungsvermo¨gen, die Apoptose-
Empfindlichkeit sowie das Adha¨sions- und Migrationsverhalten im Zusammen-
hang mit der ITIH5-Expression studiert werden. Zum anderen sollte die Rolle
von ITIH5 in der Tumorbiologie des Mammakarzinoms in vivo unter mo¨glichst
physiologischen Bedingungen untersucht werden. Dazu war ein geeignetes Tier-
modell unabdingbar.
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3.1.1 Etablierung von in vitro Mammakarzinommodel-
len
Die biologische Wirkung von ITIH5 sollte zuna¨chst in vitro studiert werden.
Zu diesem Zweck wurden zwei geeignete Mammakarzinommodelle etabliert, die
sich durch eine forcierte ITIH5-Reexpression auszeichneten. Fu¨r die Generierung
der Modelle fiel die Wahl zum einen auf die Mammakarzinomzelllinie MCF7,
die dem luminalen Subtyp angeho¨rt, und zum anderen auf die Zelllinie BT-549,
die zur basalen Subgruppe za¨hlt [152]. Beide Zelllinien wiesen keine endoge-
ne ITIH5-Expression auf und stellten somit geeignete in vitro Modelle fu¨r die
Wiederherstellung einer ITIH5-Expression dar (gain-of-function).
Fu¨r die Generierung stabiler Transfektanden, die eine gezielte ektopische Ex-
pression von ITIH5 aufweisen sollten, wurde ein ITIH5-U¨berexpressionsvektor
(Kapitel 2.2) durch eine Lipofektion stabil in das Genom beider Brustkrebszellli-
nien integriert. Entsprechend wurde zur Generierung von Kontrollmodellen auch
mit einem Leervektor ohne Vollla¨ngen-ITIH5 -cDNA verfahren. Die im Vorhin-
ein ermittelte Konzentration des Selektivums G418 zur Selektion transfzierter
Zellen betrug fu¨r beide Zelllinien 400 µg/ml.
Fu¨r das Mammakarzinommodell der MCF7-Zelllinie konnten 16 ITIH5-Klone
und 17 Leervektor-Klone in Reinkultur gebracht werden. Die Verifizierung der
einzelnen Klone hinsichtlich ihrer ITIH5 -mRNA-Expression ist in Abbildung
3.1 dargestellt. Hierbei zeigten sechs der 16 (37,5%) ITIH5-Klone eine deut-
liche ITIH5 -Reexpression im Vergleich zu den Leervektor-Klonen (Abbildung
3.1A). Der mediane Anstieg der ITIH5 -Expression in den sechs ITIH5-Klonen
(Spannweite: 57,55-62.144; 25-75% Quartile: 1.178-38.894) war gegenu¨ber den
Leervektor-Klonen (Spannweite: 0,23-8,63; 25-75% Quartile: 0,35-2,58) hochsi-
gnifikant (P<0,001) und zeichnete sich durch eine 4.082-fache U¨berexpression
aus (Abbildung 3.1B).
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Abbildung 3.1: Generierung eines zellkulturbasierten ITIH5-U¨berexpressions-
modells der luminalen Mammakarzinomzelllinie MCF7. Die ektopische Expression
von ITIH5 in den stabil-transfizierten ITIH5-Klonen der MCF7-Zelllinie wurde zuna¨chst auf
mRNA-Ebene verifiziert. (A) Mithilfe der Real-Time PCR-Messung wurde die ITIH5 -mRNA-
Expression (FC: Fold Change) in 17 Leervektor-Klonen und 16 ITIH5-Klonen bestimmt. Die
Expressionssta¨rke der ITIH5-Klone wurde durch die Normierung auf die mediane Expressi-
on der Leervektor-Klone berechnet. Das Haushaltsgen GAPDH fungierte als interner Stan-
dard der relativen Expression. Vertikale Linien: ± Fehler des Triplikatansatzes einer Messung.
(B) Vergleich der ITIH5 -mRNA-Expression zwischen den sechs u¨berexprimierenden ITIH5-
Klonen und den 17 Leervektor-Klonen als Boxplot-Darstellung. Im Median zeigten die ITIH5-
Klone eine 4.082-fache U¨berexpression von ITIH5 im Vergleich zu den 17 Leervektor-Klonen.
***P<0,001; horizontale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25%
bis 75% Quartile.
Bei der stabilen Transfektion der basalen Mammakarzinomzelllinie BT-549
wurden 16 ITIH5-Klone sowie 15 Leervektor-Klone in Reinkultur gebracht. Al-
le 16 generierten ITIH5-Klone (100%) zeigten gegenu¨ber den korrespondieren-
den Leervektor-Klonen eine deutliche ITIH5 -Reexpression auf mRNA-Ebene
(Abbildung 3.2A). Der Anstieg der ITIH5 -Expression in den ITIH5-Klonen
(Spannweite: 22,26-549.084; 25-75% Quartile: 245,90-46.164) war hochsignifi-
kant (P<0,001) und wies eine 4.141-fache U¨berexpression im Vergleich zum me-
dianen ITIH5 -Expressionsspiegel der Leervektor-Klone (Spannweite: 0,25-6,77;
25-75% Quartile: 0,43-2,46) auf (Abbildung 3.2B).
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Abbildung 3.2: Generierung eines zellkulturbasierten ITIH5-U¨berexpressions-
modells der basalen Mammakarzinomzelllinie BT-549. Die ektopische Expression von
ITIH5 in den stabil-transfizierten ITIH5-Klonen der BT-549-Zelllinie wurde zuna¨chst mit-
hilfe der Real-Time PCR-Methode verifiziert. (A) Die Expression der ITIH5 -mRNA (FC:
Fold Change) wurde in 15 Leervektor-Klonen und 16 ITIH5-Klonen mittels Real-Time PCR-
Messung bestimmt. Die Expressionssta¨rke der ITIH5-Klone wurde durch die Normierung auf
die mediane Expression der Leervektor-Klone berechnet. Das Haushaltsgen GAPDH fungierte
als interner Standard der relativen Expression. Vertikale Linien: ± Fehler des Triplikatansatzes
einer Messung. (B) Boxplot-Darstellung zum Vergleich der ITIH5 -Expression in den gene-
rierten ITIH5- und Leervektor-Klonen. Die ITIH5-Klone zeigten eine im Median 4.141-fach
gesteigerte ITIH5 -Expression im Vergleich zu den Leervektor-Klonen. ***P<0,001; horizon-
tale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile.
In einem na¨chsten Schritt wurden die generierten Transfektanden beider
Zelllinien im Hinblick auf ihre ITIH5-Proteinexpression untersucht. Abbildung
3.3A zeigt die Western-Blot-Analyse von jeweils drei repra¨sentativ ausgewa¨hlten
Leervektor- sowie ITIH5-Klonen des MCF7-Mammakarzinommodells. Die ITIH5-
Klone #3, #9 und #17 zeigten korrespondierend zu ihren Real-Time PCR-
Ergebnissen eine spezifische Proteinbande fu¨r ITIH5 auf der Ho¨he von 105 kDa,
wa¨hrend bei den Leervektor-Klonen #7, #13 sowie #14 keine Proteinbande de-
tektiert werden konnte. In Korkodanz wiesen auch die ITIH5-u¨berexprimierenden
Klone #8, #10 und #12 des BT-549-Mammakarzinommodells eine deutliche
ITIH5-Proteinbande in Ho¨he von 105 kDa auf (Abbildung 3.3B). Die korre-
spondierenden Leervektor-Klone #2, #4 sowie #34 zeigten erwartungsgema¨ß
keine Proteinbande fu¨r ITIH5. Als Ladekontrolle fu¨r die gesamte Proteinkon-
zentration diente das Haushaltsprotein β-Aktin.
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Abbildung 3.3: Nachweis der ITIH5-Proteinexpression in den zellkulturbasier-
ten ITIH5-U¨berexpressionsmodellen der Mammakarzinomzelllinien MCF7 und
BT-549. Vergleich der mRNA-Expressionsspiegel einzelner Klone mit korrespondierenden
Western-Blot-Analysen. (A) Im oberen Teil der Abbildung ist die relative mRNA-Expression
einzelner stabil transfizierter MCF7-Klone dargestellt. Die hierbei gezeigte U¨berexpression
von ITIH5 in den Klonen #3, #9 und #17 konnte im unteren Teil der Abbildung auf Protein-
Ebene verifiziert werden. (B) Der obere Graph zeigt die realtive ITIH5 -mRNA-Expression in
einzelnen stabil transfizierten BT-549-Klonen. Im unteren Bereich der Abbildung ist die kor-
respondierende ITIH5-Proteinexpression dargestellt, wobei ausschließlich spezifische Banden
in den ITIH5-Klonen #8, #10 und #12 detektierbar waren. β-Aktin: Ladekontrolle; vertikale
Linien: ± Fehler des Triplikatansatzes einer Messung.
Insgesamt konnte die U¨berexpression von ITIH5 in den generierten in vi-
tro Mammakarzinommodellen erfolgreich verifiziert werden. Die jeweiligen auf
Protein-Ebene besta¨tigten Einzelklone sollten nachfolgend zum Einsatz in funk-
tionellen Analysen dienen. Dabei galt es den Einfluss von ITIH5 auf grundle-
gende Tumoreigenschaften wie die Proliferation, Koloniebildung, Zell-Matrix-
Adha¨sion, Migration und Apoptose zu untersuchen.
3.1.2 Der Einfluss von ITIH5 auf proliferative Eigen-
schaften humaner Mammakarzinomzellen
Tumorzellen sind durch eine autonom regulierte Zellzykluskontrolle gekennzeich-
net, durch die sie eine von exogenen Wachstumsfaktoren unabha¨ngige zellula¨re
Proliferation erlangen ko¨nnen [22, 43]. In einer ersten in vitro Studie sollte
der Einfluss der forcierten ITIH5-Reexpression auf das Proliferationsverhalten
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der generierten Mammakarzinommodelle untersucht werden. Der Proliferations-
test wurde mit dem Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche, Schweiz) durch-
gefu¨hrt. Der Test basiert auf der mitochondrialen Dehydrogenase-Aktivita¨t me-
tabolisch aktiver Zellen, die fu¨r die quantifizierbare katalytische Reduktion des
Tetrazoliumderivats WST-1 sorgt. Das proliferative Verhalten der MCF7- und
BT-549-Mammakarzinommodelle wurde jeweils anhand von drei unabha¨ngigen
Leervektor- sowie ITIH5-Klonen u¨ber einen Zeitraum von 96 Stunden unter-
sucht. Pro Einzelklon wurden in einem sechsfachen Ansatz je 1.000 Zellen in
96-Well -Platten ausgesa¨t. Zum Vergleich der relativen Proliferationsraten der
Klone wurden die Werte je Ansatz auf den Wert nach 24 Stunden normiert.
Insgesamt wurden drei unabha¨ngige Versuche fu¨r jede Zelllinie durchgefu¨hrt,
wobei der Mittelwert der Ergebnisse betrachtet wurde.
In Abbildung 3.4 sind die Ergebnisse der relativen Proliferationsraten der
MCF7- und BT-549-Zellen sowohl als vierta¨gige Verlaufskurven als auch in
der Boxplot-Darstellung zum Vergleich der Proliferation nach 96 Stunden ge-
zeigt. Fu¨r das Mammakarzinommodell der luminalen MCF7-Zelllinie zeigten die
ITIH5-Klone gegenu¨ber den Leervektor-Klonen nach 96 Stunden eine im Mittel
um 26% verminderte Proliferation (Abbildung 3.4A). Hierbei lag die Prolifera-
tionsrate der ITIH5-Klone (Spannweite: 3,11-9,58; 25-75% Quartile: 5,27-7,75)
nach 96 Stunden im Median um das 1,3-fache unter der Proliferationsrate der
Leervektor-Klone (Spannweite: 4,63-12,66; 25-75% Quartile: 6,60-10,03). Damit
zeigte sich die Proliferationsreduktion in den ITIH5-Klonen der MCF7-Zelllinie
als hochsignifikant (P<0,001).
Fu¨r die ITIH5-Klone der basalen Mammakarzinomzelllinie BT-549 konn-
te ebenfalls eine reduzierte Proliferation verzeichnet werden (Abbildung 3.4B).
Nach 96 Stunden wiesen die ITIH5-Klone im Mittel eine Proliferationsreduk-
tion um 15% gegenu¨ber den Leervektor-Klonen auf. Die Proliferationsrate der
ITIH5-Klone (Spannweite: 2,56-3,78; 25-75% Quartile: 2,65-3,57) war gegenu¨ber
den Leervektor-Klonen (Spannweite: 2,56-5,72; 25-75% Quartile: 3,44-4,36) nach
96 Stunden im Median um das 1,2-fache reduziert und stellte sich als signifikant
(P<0,01) heraus.
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Abbildung 3.4: Einfluss der ITIH5-Reexpression auf die Proliferation der hu-
manen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und BT-549. Die kolorimetrische Bestim-
mung der Zellproliferation mithilfe des WST-1-Reagenzes erfolgte als Absorptionsmessungen
(492nm/650nm) u¨ber einen Zeitraum von 96 Stunden. Die Werte aus drei unabha¨ngigen Ver-
suchen wurden gemittelt und fu¨r jede Versuchsreihe auf die Ausgangszahl nach 24 Stunden
normiert. (A) Die ITIH5-Reexpression in den MCF7-Zellen fu¨hrte zu einer signifikanten Re-
duktion der Proliferation u¨ber einen Zeitraum von 96 Stunden. Der linke Teil der Abbildung
zeigt Verlaufskurven der mittleren Proliferationsrate von jeweils drei Leervektor-Klonen (#7,
#13, #14) sowie ITIH5-Klonen (#3, #9, #17). Im rechten Teil der Abbildung sind die signi-
fikanten Unterschiede der Proliferationsraten beider Gruppen nach 96 Stunden als Boxplot
dargestellt. (B) In BT-549-Zellen fu¨hrte die forcierte ITIH5-Expression u¨ber 96 Stunden zu
einer signifikanten Reduktion der Proliferationsrate. Im linken Teil der Abbildung ist der
Vergleich der mittleren Proliferationsraten von jeweils drei Leervektor-Klonen (#2, #4, #34)
und ITIH5-Klonen (#8, #10, #12) als Verlaufskurven u¨ber 96 Stunden abgebildet. Im rechten
Teil ist der signifikante Unterschied der Proliferationsraten von Leervektor- und ITIH5-Klonen
nach 96 Stunden als Boxplot dargestellt. Vertikale Linien in den linken Graphen: Standardab-
weichung; **P<0,01; ***P<0,001; horizontale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und
Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile.
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3.1.3 Der Einfluss von ITIH5 auf das Koloniebildungs-
vermo¨gen humaner Mammakarzinomzellen
Ein 2D-basierter Koloniebildungstest sollte im Anschluss neben den prolifera-
tiven Fa¨higkeiten auch das Koloniebildungsvermo¨gen der Brustkrebszellen im
Hinblick auf einen mo¨glichen Einfluss von ITIH5 untersuchen. Zur Durchfu¨hrung
wurden von jedem Einzelklon 1.000 Zellen im Triplikat in 6-Well -Platten aus-
gesa¨t und fu¨r einen Zeitraum von zehn Tagen kultiviert. Zur Auswertung wurde
ein makroskopischer Vergleich der angefa¨rbten Kolonien sowie eine zugeho¨rige
densitometrische Analyse durchgefu¨hrt, wobei der Mittelwert drei unabha¨ngiger
Versuche betrachtet wurde.
Abbildung 3.5A zeigt die Ergebnisse des Koloniebildungstests fu¨r das gene-
rierte Zellkulturmodell der luminalen Mammakarzinomzelllinie MCF7. Die licht-
mikroskopische Kontrolle ergab nach dem Zeitraum von zehn Tagen makrosko-
pische Unterschiede im Kolonienwachstum zwischen den jeweiligen Leervektor-
und ITIH5-Klonen. Die densitometrische Auswertung stellte ein im Median
um 60% signifikant (P<0,01) reduziertes Kolonienwachstum der ITIH5-Klone
(Spannweite: 14,23-78,14%; 25-75% Quartile: 22,26-56,24%) im Vergleich zu
den Leervektor-Klonen (Spannweite: 47,03-204,10%; 25-75% Quartile: 64,83-
195,50%) heraus.
Die generierten ITIH5-Klone der Mammakarzinomzelllinie BT-549 zeigten
ebenfalls ein makroskopisch sichtbar reduziertes Kolonienwachstum (Abbildung
3.5B). Der Unterschied in der Bildung von Kolonien war der densitometrischen
Analyse zufolge zwischen den ITIH5-Klonen (Spannweite: 42,80-94,12%; 25-75%
Quartile: 51,67-77,84%) und entsprechenden Leervektor-Klonen (Spannweite:
70,26-111,10%; 25-75% Quartile: 78,44-106,70%) signifikant (P<0,01), wobei die
ITIH5-Klone im Median ein um 33% vermindertes Kolonienwachstum aufwie-
sen.
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Abbildung 3.5: Der Einfluss der ITIH5-Reexpression auf das Koloniebildungs-
vermo¨gen der humanen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und BT-549. Zur
Durchfu¨hrung des Koloniebildungstests wurden in drei unabha¨ngigen Experimenten 1.000
Zellen je Ansatz in 6-Well -Platten ausgesa¨t und nach zehnta¨giger Kultivierung fixiert sowie
angefa¨rbt. Die Auswertung erfolgte densitometrisch, wobei fu¨r jede Zelllinie auf das mediane
Koloniebildungsvermo¨gen der Leervektor-Klone (100%) normiert wurde. (A) Repra¨sentative
Aufnahmen zeigen makroskopisch sichtbar gewachsene Kolonien der Leervektor-Klone #7,
#13 und #14 sowie von den ITIH5-Klonen #3, #9 und #17 der Mammakarzinomzelllinie
MCF7. Die Boxplot-Darstellung der densitometrischen Auswertung zeigt den signifikanten Un-
terschied im Kolonienwachstum zwischen beiden Gruppen. (B) Im linken Teil der Abbildung
deuten repra¨sentative Aufnahmen der Leervektor-Klone #2, #4 und #34 sowie der ITIH5-
Klone #8, #10 und #12 der Brustkrebszelllinie BT-549 makroskopisch auf einen Wachstums-
unterschied hin. Die inhibierte Kolonienwachstumsfa¨higkeit der ITIH5-transfizierten Zellen
stellte sich gegenu¨ber den Kontrollen in der densitometrischen Auswertung als signifikant her-
aus (Boxplot-Darstellung). **P<0,01; horizontale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum
und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile.
3.1.4 Der Einfluss von ITIH5 auf die Zell-Matrix-Adha¨-
sion humaner Mammakarzinomzellen
Im Zuge der Metastasierung spielt eine Herab-Regulation der Zell-Matrix-Adha¨-
sion eine wichtige Rolle beim Herauslo¨sen der Tumorzelle aus ihrem Zellverband
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[7]. In diesem Zusammenhang wurde die Wirkung einer ektopischen ITIH5-
Expression auf die Adha¨sionsfa¨higkeit der Mammakarzinomzelllinien MCF7 und
BT-549 untersucht. Die Zellen mussten dazu in einem definierten Zeitrahmen
auf beschichteten Zellkulturschalen adha¨rieren. Nach der Fixierung der Zellen
wurden diese mit Kristallviolett angefa¨rbt, wobei letztendlich die Sta¨rke der
Fa¨rbung in der fotometrischen Quantifizierung auf die Anzahl der adha¨renten
Zellen und somit auf die Adha¨sionseffizienz schließen lies. Die Beschichtung der
Zellkulturschalen erfolgte mit MatrigelTM, welches reich an Zellmatrixproteinen
sowie Wachstumsfaktoren ist und so die Basalmembran simulieren soll. Der Vor-
teil dieser Beschichtung ist die Bildung einer mo¨glichst nahen in vivo Situation
fu¨r die Brustkrebszellen. Die Analyse erfolgte fu¨r beide Zelllinien mit jeweils
drei unabha¨ngigen ITIH5- und Leervektor-Klonen, wobei zur Normierung die
mediane Adha¨sionsrate der Leervektor-Klone als 100% definiert wurde.
Abbildung 3.6A zeigt die Ergebnisse zur Untersuchung der Wirkung von
ITIH5 auf die Zell-Matrix-Adha¨sion der luminalen Brustkrebszelllinie MCF7.
Die ITIH5-Klone (Spannweite: 91,80-128,30%; 25-75% Quartile: 100,50-118,00%)
zeigten gegenu¨ber korrespondierenden Leervektor-Klonen (Spannweite: 79,81-
122,70%; 25-75% Quartile: 87,77-105,10%) eine im Median um 13% signifikant
(P<0,05) erho¨hte Adha¨sionsrate.
Ein a¨hnlicher Effekt war in den basalen BT-549 Mammakarzinomzellen zu
verzeichnen (Abbildung 3.6B). Hier fu¨hrte die Expression von ITIH5 in den
entsprechenden Klonen (Spannweite: 105,30-187,10%; 25-75% Quartile: 125,00-
162,30%) im Median zu einer Erho¨hung der Adha¨sionsfa¨higkeit um 46% ge-
genu¨ber den Leervektor-Klonen (Spannweite: 74,28-137,00%; 25-75% Quartile:
78,68-122,90%). Dieser Unterschied in der relativen Adha¨sionsrate war hochsig-
nifikant (P<0,001).
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Abbildung 3.6: Der Einfluss von ITIH5 auf die Zell-Matrix-Adha¨sion der hu-
manen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und BT-549. Die relativen Adha¨sionsraten
wurden auf Basis kolorimetrischer Auswertungen von Kristallviolettfa¨rbungen der fixierten
Zellen ermittelt. Es wurden drei unabha¨ngige Versuche in jeweils dreifachem Replikat pro
Klon durchgefu¨hrt, wobei die Normierung jeweils auf den Medianwert der Leerklone erfolgte.
(A) Die ITIH5-Klone (#3, #9, #17) der luminalen Mammakarzinomzelllinie MCF7 zeigten
gegenu¨ber korrespondierenden Leervektor-Klonen (#7, #13, #14) eine signifikant gesteigerte
Adha¨sionsrate. (B) In den ITIH5-Klonen (#8, #10, #12) der basalen Mammakarzinomzellli-
nie BT-549 fu¨hrte die ITIH5-Reexpression zu einer hochsignifikant gesteigerten Adha¨sionsrate
im Vergleich zu den Leervektor-Klonen (#2, #4, #34). *P<0,05; ***P<0,001; horizontale Li-
nie: Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile.
3.1.5 Der Einfluss von ITIH5 auf die Migrationsfa¨higkeit
humaner Mammakarzinomzellen
Die Metastasierung beschreibt die Wanderung vitaler Tumorzellen aus dem
Prima¨rtumor zu anderen Stellen des Organismus, wobei die Tumorzellen anfa¨ng-
lich in benachbartes Gewebe migrieren. Damit ist die Migrationsfa¨higkeit von
Tumorzellen als erforderliche Eigenschaft zur Bildung von Tochtergeschwu¨lsten
in entfernten Organen anzusehen [2]. Zur Analyse des Einflusses von ITIH5
auf die Migrationseigenschaften der beiden stabil transfizierten Brustkrebszell-
linien wurde ein Wundheilungstest (Scratch-Assay) verwendet. Dabei wurde
mithilfe einer Pipettenspitze eine Wunde in Form eines Kratzers in den konflu-
enten Zellrasen eingebracht. Im Folgenden wurde lichtmikroskopisch in definier-
ten Zeitabsta¨nden die Schließung der Wunde durch migrierende Zellen doku-
mentiert. Somit ließ die Geschwindigkeit des Wundverschlusses Aussagen u¨ber
Unterschiede im Migrationsverhalten der untersuchten Zellen zu.
Abbildung 3.7 zeigt die Ergebnisse des Wundheilungstests zur Untersuchung
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der Wirkung einer ITIH5-Reexpression auf das Migrationsverhalten der hu-
manen Brustkrebszelllinien MCF7 und BT-549. ITIH5-Klone beider Zelllinien
zeigten gegenu¨ber korrespondierenden Leervektor-Klonen keinen Unterschied im
Migrationsverhalten. Wa¨hrend die Wunden im Zellrasen aller Einzelklone der
MCF7-Zelllinie nach 96 Stunden verschloßen waren, dauerte dies bei den Ein-
zelklonen der BT-549-Zelllinie lediglich 24 Stunden.
Abbildung 3.7: Der Einfluss der ITIH5-Reexpression auf das Migrationsverhalten
der humanen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und BT-549. Nach Einbringen der
Wunde in den konfluenten Zellrasen wurde die Schließung der Wunde durch migrierende Zel-
len lichtmikroskopisch in definierten Zeitabsta¨nden dokumentiert. Fu¨r jeden Zeitpunkt wurde
die zellfreie Fla¨che bestimmt und jeweils auf 100% normiert. Dargestellt ist fu¨r beide Zellli-
nien jeweils das mittlere Migrationsverhalten von jeweils drei Leervektor- und ITIH5-Klonen
aus drei unabha¨ngigen Versuchen. (A) Fu¨r die Mammakarzinomzelllinie MCF7 zeigte der
Wundheilungstest zwischen den Leervektor-Klonen #7, #13 und #14 (helle Fla¨che) sowie
den ITIH5-Klonen #3, #9 und #17 (dunkle Fla¨che) keine Unterschiede im Migrationsver-
halten. (B) Grafische Darstellung des Wundheilungstests mit den Leervektor-Klonen #2, #4
und #34 (helle Fla¨che) sowie den ITIH5-Klonen #8, #10 und #12 (dunkle Fla¨che) der Brust-
krebszelllinie BT-549. Zwischen beiden Gruppen war kein Unterschied im Migrationsverhalten
feststellbar. Vertikale Linien: Standardabweichung.
3.1.6 Der Einfluss von ITIH5 auf die Apoptoserate hu-
maner Mammakarzinomzellen
Die Apoptose ist ein genetisch gesteuerter Prozess, der sowohl unter normalen
physiologischen Bedingungen, als auch als Reaktion auf a¨ußere Einflu¨sse auf-
treten kann. Eine fundamentale Eigenschaft der Tumorzelle ist das Versagen
der Apoptose [153]. In einem weiteren Schritt sollte deshalb die Wirkung von
ITIH5 auf das Apoptoseverhalten humaner Brustkrebszellen analysiert werden.
Der verwendete Test macht sich die Aktivierung der Caspasen-Signalkaskade in
den Zellen als Kennzeichen der Apoptose zunutze. Im Zentrum stehen dabei
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Effektor-Caspasen, die sowohl am Abbau von Lamin und Aktin, als auch bei
der Aktivierung weiterer Zielpoteine, die fu¨r die Fragmentierung der DNA ver-
antwortlich sind, beteiligt sind [154, 155]. Durch die Quantifizierung eines durch
die Caspasen umgesetzten Substrats in ein Fluoreszenzsignal konnte die relative
Menge aktivierter Caspasen bestimmt werden. Die Analyse der ITIH5-Wirkung
auf die Apoptoserate der MCF7- und BT-549-Zellen erfolgte fu¨r beide Brust-
krebszelllinien mit jeweils drei unabha¨ngigen ITIH5- und Leervektor-Klonen,
wobei zur Normierung die mediane Apoptoserate der Leervektor-Klone als 100%
definiert wurde.
Die generierten ITIH5-Klone (Spannweite: 112,30-530,80%; 25-75% Quarti-
le: 138,10-411,10%) der luminalen Mammakarzinomzelllinie MCF7 zeigten ge-
genu¨ber korrespondierenden Leervektor-Klonen (Spannweite: 41,38-233,50%; 25-
75% Quartile: 63,73-133,90%) eine im Median um 61% signifikant (P<0,01)
erho¨hte Apoptoserate (Abbildung 3.8A).
Fu¨r die basale Mammakarzinomzelllinie BT-549 wurde ein hochsignifikanter
(P<0,001) Unterschied in der relativen Apoptoserate zwischen ITIH5-Klonen
und entsprechenden Leervektor-Klonen detektiert. Die ITIH5-Klone (Spann-
weite: 143,30-356,00%; 25-75% Quartile: 209,30-334,10%) wiesen im Vergleich
zu den Leervektor-Klonen (Spannweite: 73,80-221,00%; 25-75% Quartile: 86,14-
148,80%) eine im Median um 179% erho¨hte Apoptoserate auf.
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Abbildung 3.8: Der Einfluss von ITIH5 auf die Apoptoserate der humanen
Mammakarzinomzelllinien MCF7 und BT-549. Die Bestimmung der relativen Apop-
toserate jeweils drei unabha¨ngiger ITIH5- und Leervektor-Klone beider Brustkrebszelllinien
erfolgte mit dem Fluoreszenz-basierten Apo-ONEr Homogeneous Caspase-3/7 Assay. Die
Induktion der Apoptose erfolgte mit Staurosporin. Fu¨r jeden Klon wurde eine dreifache Be-
stimmung in drei unabha¨ngigen Experimenten durchgefu¨hrt. (A) Die ITIH5-Klone (#3, #9
und #17) der luminalen Mammakarzinomzelllinie MCF7 zeigten gegenu¨ber korrespondieren-
den Leervektor-Klonen (#7, #13 und #14) eine signifikant gesteigerte Apoptoserate. (B) Bei
der basalen Mammakarzinomzelllinie BT-549 wiesen die ITIH5-Klone (#8, #10 und #12) im
Vergleich zu entsprechenden Leervektor-Klonen (#2, #4 und #34) eine hochsignifikant gestei-
gerte Apoptoserate auf. **P<0,01; ***P<0,001; horizontale Linie: Median; vertikale Linien:
Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile.
Zusammenfassend ist es in diesem experimentellen Abschnitt gelungen, Mam-
makarzinommodelle des luminalen (MCF7) und basalen (BT-549) Sybtyps zu
generieren, die eine forcierte ITIH5-Reexpression aufwiesen. Anhand dieser Mo-
delle konnte der Einfluss von ITIH5 auf wichtige tumorbiologische Eigenschaften
untersucht werden. In funktionellen Analysen zeigten die ITIH5-reexprimieren-
den Zellen beider Tumormodelle eine verminderte Proliferation und Kolonien-
bildung sowie eine erho¨hte Zell-Matrix-Adha¨sion und Apoptoserate gegenu¨ber
korrespondierenden ITIH5-defizienten Zellen. Die von der endogenen ITIH5-
Expression hervorgerufenen suppressiven Effekte auf das Zell- sowie Kolonien-
wachstum der Brustkrebszellen galt es in einem na¨chsten Schritt unter Zugabe
eines rekombinanten ITIH5-Proteins in das Kulturmedium humaner Brustkrebs-
zellen zu untersuchen.
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3.1.7 Der Einfluss von rekombinantem ITIH5-Protein auf
die Wachstumseigenschaften humaner Mammakar-
zinomzellen
Nachdem ein suppressiver Einfluss der ITIH5-Reexpression auf die Zellprolifera-
tion und das Koloniebildungsvermo¨gen der humanen Mammakarzinomzelllinien
MCF7 und BT-549 beobachtet werden konnte, sollte in einer weiterfu¨hrenden
Studie untersucht werden, inwieweit rekombinantes ITIH5-Protein Effekte auf
Brustkrebszellen hervorrufen ko¨nnte. Das rekombinante ITIH5-Protein sollte
dem Kulturmedium zugesetzt werden, wobei eine mo¨gliche parakrine Wirkung
dessen auf die Zellen untersucht werden sollte. Zu diesem Zweck wurde zuna¨chst
rekombinantes N-terminales ITIH5-Protein (Aminosa¨ure: 1-680) hergestellt. Hier-
zu wurden HEK 293T-Zellen mit dem pMS-L-A-IV-Vektorkonstrukt (Abbildung
2.4) transient transfiziert (Kapitel 2.19.6), der Zellkulturu¨berstand aufgefangen
und das rekombinante Protein aus diesem u¨ber assoziierte Histidin-Cluster (His-
Tag) aufgereinigt (Kapitel 2.18.10). Nach der Aufreinigung wurde das rekom-
binante ITIH5-Protein in PBS umgepuffert. Die Verifizierung des ca. 77 kDa
großen rekombinanten N-terminalen ITIH5-Proteins erfolgte fu¨r jede hergestell-
te Charge im Western-Blot (Abbildung 3.9).
Abbildung 3.9: Verifizierung des rekombinanten ITIH5-Proteins im Western-Blot.
Mithilfe eines Antiko¨rpers gegen den His-Tag konnte das rekombinante ITIH5-Protein nach
seiner Aufreinigung aus dem Zellkulturu¨berstand in einer Western-Blot-Analyse verifiziert
werden. Die Abbildung zeigt repra¨sentative Proteinbanden dreier unabha¨ngiger Aufreini-
gungsansa¨tze des rekombinanten N-terminalen ITIH5-Proteins.
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In einem ersten Schritt wurde der Einfluss des rekombinanten ITIH5-Proteins
auf das Proliferationsverhalten jeweils einer basalen und luminalen Mammakar-
zinomzelllinie untersucht. Die Bestimmung der Zellproliferation erfolgte dabei
u¨ber 96 Stunden mit dem WST-1-Proliferationstest. Die Untersuchung zeigte,
dass bei den basalen MDA-MB-231 Brustkrebszellen sowohl die Zugabe von
100 ng/ml (Spannweite: 5,58-7,37; 25-75% Quartile: 6,11-7,31) als auch von
1 µg/ml (Spannweite: 6,78-8,19; 25-75% Quartile: 6,87-7,72) des rekombinan-
ten ITIH5-Proteins nach 96 Stunden zu einer jeweils um 31% bzw. 30% sig-
nifikant verminderten Proliferationsrate gegenu¨ber den unbehandelten Zellen
(Spannweite: 9,52-11,41; 25-75% Quartile: 9,91-10,98) fu¨hrte (Abbildung 3.10A).
A¨hnliche Ergebnisse waren bei der luminalen T47D-Brustkrebszelllinie zu ver-
zeichnen. Hierbei fu¨hrte die Zugabe des rekombinanten ITIH5-Proteins in den
Konzentrationen 100 ng/ml (Spannweite: 42,35-65,67; 25-75% Quartile: 43,39-
60,66) und 1 µg/ml (Spannweite: 43,65-55,14; 25-75% Quartile: 43,73-50,86)
nach 96 Stunden zu einer jeweils um 31% bzw. 35% signifikant verminder-
ten Proliferationsrate gegenu¨ber den unbehandelten Zellen (Spannweite: 65,33-
87,03; 25-75% Quartile: 65,58-76,27) (Abbildung 3.10B).
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Abbildung 3.10: Der Einfluss des rekombinanten ITIH5-Proteins auf die Prolifera-
tion humaner Mammakarzinomzellen. Die kolorimetrische Bestimmung der Zellprolife-
ration erfolgte u¨ber einen Zeitraum von 96 Stunden mit Hilfe des WST-1-Proliferationstests.
(A) Die Zugabe des rekombinanten ITIH5-Proteins in das Zellkulturmedium der basalen
MDA-MB-231-Brustkrebszellen in zwei unterschiedlich hohen Konzentrationen (100 ng/ml
und 1 µg/ml) fu¨hrte jeweils zu einer signifikanten Verminderung der Zellproliferation nach 96
Stunden. Der linke Teil der Abbildung zeigt die Verlaufskurven. Im rechten Teil der Abbildung
sind die signifikanten Unterschiede der Proliferationsraten der unbehandelten und behandelten
Zellen nach 96 Stunden dargestellt. (B) Die luminalen T47D-Mammakarzinomzellen zeigten
durch die Zugabe des rekombinanten ITIH5-Proteins in zwei unterschiedlichen Konzentratio-
nen (100 ng/ml und 1 µg/ml) eine Reduktion ihrer Proliferationsrate u¨ber einen Zeitraum
von 96 Stunden. Die Boxplot-Darstellung zeigt die signifikanten Unterschiede zwischen den
Proliferationsraten der unbehandelten und behandelten Zellen nach 96 Stunden. **P<0,01;
horizontale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quar-
tile.
Diese initialen Daten deuteten auf einen suppressiven Effekt des rekombi-
nanten N-terminalen ITIH5-Proteins auf das Zellwachstum von Brustkrebszel-
len hin. In weiterfu¨hrenden funktionellen Analysen galt es diesen Effekt auch
im Koloniebildungstest u¨ber einen Zeitraum von zehn Tagen zu untersuchen.
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Exemplarisch wurden dabei jeweils zwei Mammakarzinomzelllinien des basalen
und luminalen Subtyps fu¨r die Untersuchungen ausgewa¨hlt. Um eine mo¨gliche
Konzentrationsabha¨ngigkeit der Effekte in die Analyse miteinzubeziehen, wur-
den vier unterschiedliche Konzentrationen (20 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml und
1 µg/ml) des rekombinanten ITIH5-Proteins getestet. Die Abbildung 3.11 zeigt
repra¨sentative Aufnahmen der durchgefu¨hrten Koloniebildungstests. Sowohl bei
den basalen Brustkrebszelllinien MDA-MB-231 und BT-20 (Abbildung 3.11A)
als auch bei den luminalen Brustkrebszelllinien T47D und MCF7 (Abbildung
3.11B) war bereits makroskopisch ein vermindertes Zellwachstum sowie eine re-
duzierte Kolonienbildung durch Zugabe des rekombinanten ITIH5-Proteins in
das Kulturmedium sichtbar.
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Abbildung 3.11: Makroskopische Betrachtung des Einflusses von rekombinantem
ITIH5-Protein auf das Kolonienwachstum verschiedener basaler und luminaler
Mammakarzinomzelllinien. Zur Durchfu¨hrung des Koloniebildungstests wurden 1.000 Zel-
len je 6-Well im Triplikat ausgesa¨t und zehn Tage lang kultiviert. Das rekombinante ITIH5-
Protein wurde dem Zellkulturmedium in den entsprechenden Konzentrationen (unbehandelt,
20 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml und 1 µg/ml) zugesetzt. (A) Respra¨sentative Aufnahmen von
6-Wells aus Ansa¨tzen des Koloniebildungstests mit den basalen Mammakarzinomzelllinien
MDA-MB-231 und BT-20. Makroskopisch war eine verminderte Proliferation und Koloniebil-
dung mit ansteigender eingesetzter Konzentration (von links nach rechts) des rekombinanten
ITIH5-Proteins zu beobachten. (B) Gezeigt sind repra¨sentative 6-Wells aus Ansa¨tzen des
Koloniebildungstests mit den luminalen Mammakarzinomzelllinien T47D und MCF7. Auch
hier war makroskopisch eine verminderte Proliferation und Koloniebildung mit ansteigender
eingesetzter Konzentration (von links nach rechts) des rekombinanten ITIH5-Proteins zu er-
kennen.
Die makroskopisch gesammelten Eindru¨cke, die auf ein vermindertes Zell-
und Kolonienwachstum der untersuchten Zelllinien nach Zugabe des rekombi-
nanten ITIH5-Proteins hindeuteten, wurden durch die densitometrische Aus-
wertung der Koloniebildungstests besta¨tigt (Abbildung 3.12). Normiert wurde
fu¨r die jeweilige Zelllinie auf den Medianwert der unbehandelten Zellen. Die
basale MDA-MB-231-Brustkrebszelllinie zeigte bei allen eingesetzten Konzen-
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trationen (20 ng/ml: Spannweite: 34,47-81,54%; 25-75% Quartile: 34,83-75,17%;
50 ng/ml: Spannweite: 75,91-79,18%; 25-75% Quartile: 76,04-78,99%; 100 ng/ml:
Spannweite: 77,54-88,77%; 25-75% Quartile: 77,84-87,41%; 1 µg/ml: Spannwei-
te: 61,03-64,37%; 25-75% Quartile: 61,13-64,37%) ein gegenu¨ber den unbehan-
delten Zellen (Spannweite: 97,64-111,20%; 25-75% Quartile: 97,69-107,10%) si-
gnifikant (P<0,01) vermindertes Zell- und Kolonienwachstum. Dieses lag bei
Betrachtung der Medianwerte 21-39% unter dem Wachstum der unbehandelten
Kontrollen. Bei den BT-20-Zellen zeigte sich mit Ausnahme einer Konzentration
von 20 ng/ml des rekombinanten ITIH5-Proteins (20 ng/ml: Spannweite: 87,93-
112,20%; 25-75% Quartile: 89,55-111,60%; 50 ng/ml: Spannweite: 77,53-90,53%;
25-75% Quartile: 77,84-89,35%; 100 ng/ml: Spannweite: 61,31-65,65%; 25-75%
Quartile: 61,60-65,47%; 1 µg/ml: Spannweite: 46,69-64,44%; 25-75% Quarti-
le: 48,63-63,10%) ein gegenu¨ber den unbehandelten Zellen (Spannweite: 94,83-
102,40%; 25-75% Quartile: 95,21-102,40%) um 18-42% signifikant (P<0,01) ver-
mindertes Zell- und Kolonienwachstum.
A¨hnliche Ergebnisse waren auch bei den zwei untersuchten Mammakarzi-
nomzelllinien des luminalen Subtyps zu verzeichnen (Abbildung 3.12B). Im De-
tail fu¨hrten bei den T47D-Zellen alle eingesetzten Konzentrationen des rekombi-
nanten ITIH5-Proteins (20 ng/ml: Spannweite: 58,59-87,09%; 25-75% Quartile:
59,44-85,66%; 50 ng/ml: Spannweite: 79,11-101,40%; 25-75% Quartile: 79,91-
96,73%; 100 ng/ml: Spannweite: 50,58-59,64%; 25-75% Quartile: 51,03-56,21%;
1 µg/ml: Spannweite: 46,27-60,82%; 25-75% Quartile: 46,98-59,71%) gegenu¨ber
den unbehandelten Zellen (Spannweite: 93,30-108,40%; 25-75% Quartile: 96,56-
108,20%) zu einer signifikanten (P<0,05; P<0,01) Verminderung des Zell- und
Kolonienwachstums. Der Unterschied lag hierbei im Median bei 12-48%. Mit
Ausnahme der Konzentration von 100 ng/ml fu¨hrte das rekombinante ITIH5-
Protein auch bei MCF7-Zellen zu einer signifikanten (P<0,01) Reduzierung des
Zell- und Kolonienwachstums. Dabei betrug der Unterschied zwischen den be-
handelten (20 ng/ml: Spannweite: 77,27-85,18%; 25-75% Quartile: 77,56-83,22%;
50 ng/ml: Spannweite: 68,57-85,40%; 25-75% Quartile: 69,01-85,20%; 100 ng/ml:
Spannweite: 80,83-96,40%; 25-75% Quartile: 83,07-94,40%; 1 µg/ml: Spannwei-
te: 36,47-89,76%; 25-75% Quartile: 36,99-86,49%) und unbehandelten Zellen
(Spannweite: 85,61-117,40%; 25-75% Quartile: 89,47-116,60%) im Median 10-
18%.
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Abbildung 3.12: Densitometrische Auswertung des Einflusses von rekombinan-
tem ITIH5-Protein auf das Zell- und Kolonienwachstum verschiedener basaler
und luminaler Mammakarzinomzelllinien. Die Auswertung der durchgefu¨hrten Kolo-
niebildungstests erfolgte densitometrisch. Dabei wurden jeweils die Ansa¨tze mit unterschiedli-
chen Konzentrationen an eingesetztem rekombinanten ITIH5-Protein mit den unbehandelten
Kontrollen verglichen. Die Normierung erfolgte fu¨r die jeweilige Zelllinie auf den Median der
unbehandelten Zellen. (A) Die Boxplot-Darstellungen zeigen einen signifikanten Einfluss des
rekombinanten ITIH5-Proteins auf das Zellwachstum sowie die Kolonienbildung der basalen
Brustkrebszelllinien MDA-MB-231 und BT-20. Dabei fu¨hrte bereits eine Konzentration von 20
ng/ml des rekombinanten ITIH5-Proteins bei den MDA-MB-231 Zellen zu einer signifikanten
Reduktion des Zell- und Kolonienwachstums. Bei den BT-20 Zellen war ab einer Konzentrati-
on von 50 ng/ml eine signifikante Verminderung im Zell- und Kolonienwachstum detektierbar.
(B) Die untersuchten luminalen Mammakarzinomzelllinien T47D und MCF7 zeigten durch
die Behandlung mit rekombinantem ITIH5-Protein ebenfalls eine Reduktion in ihrem Zell-
wachstum sowie in ihrem Koloniebildungsvermo¨gen. Bei beiden Zelllinien war bereits ab einer
Konzentration von 20 ng/ml des rekombinanten ITIH5-Proteins ein signifikant vermindertes
Wachstum zu verzeichnen. Lediglich die Konzentration von 100 ng/ml fu¨hrte bei den MCF7-
Zellen zu keinem Effekt. *P<0,05; **P<0,01; n.s.: nicht signifikant; horizontale Linie: Median;
vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile.
Insgesamt zeigte das rekombinante N-terminale ITIH5-Protein bei allen ge-
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testeten Brustkrebszelllinien einen suppressiven Einfluss auf das Zellwachstum
sowie das Koloniebildungsvermo¨gen. Tendenziell reichte dabei bereits eine Kon-
zentration von 20 ng/ml fu¨r den beobachteten Effekt aus, wobei die ho¨chste
Konzentration (1 µg/ml) bei fast jedem Ansatz zur sta¨rksten Verminderung des
Zell- und Kolonienwachstums fu¨hrte.
Zwecks Spezifita¨ts-Nachweis sollte in einem weiteren Schritt untersucht wer-
den, ob die Zugabe des rekombinanten ITIH5-Proteins in das Kulturmedium
transfizierter ITIH5-Klone zu einer Zunahme der Wachstumsinhibition fu¨hrt.
Dazu wurden in der Arbeitsgruppe bereits vorhandene Klone der basalen Mam-
makarzinomzelllinie MDA-MB-231 verwendet, bei denen durch die endogene
forcierte ITIH5-Expression wachstumsinhibitorische Effekte beschrieben wur-
den [140]. Die Ergebnisse des Koloniebildungstests mit dem Leervektor-Klon
#1 sowie dem ITIH5-Klon #12 der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 sind
in Abbildung 3.13 dargestellt. Im Einklang mit den vorigen Daten der MDA-
MB-231 Wildtyp-Zellen fu¨hrte die Zugabe des rekombinanten ITIH5-Proteins
in Konzentrationen von 100 ng/ml (Spannweite: 55,50-67,52%; 25-75% Quar-
tile: 55,97-66,48%) und 1 µg/ml (Spannweite: 50,30-73,51%; 25-75% Quartile:
50,45-72,32%) in dem ITIH5-defizienten Leervektor-Klon #1 zu einem signifi-
kant (P<0,01) verminderten medianen Zell- und Kolonienwachstum um 42%
bzw. 45%. Normiert auf die unbehandelte Kontrolle des Leervektor-Klons #1
zeigten die unbehandelten Zellen von ITIH5-Klon #12 ein um 80% vermindertes
Zell- und Kolonienwachstum. In Vorarbeiten wurde eine wachstumshemmende
Wirkung der ITIH5-U¨berexpression in diesem Klon nachgewiesen [140]. Die Zu-
gabe des rekombinanten ITIH5-Proteins in das Kulturmedium von ITIH5-Klon
#12 fu¨hrte in keiner der eingesetzten Konzentrationen zu einer weiteren Reduk-
tion im Zell- und Kolonienwachstum (100 ng/ml: Spannweite: 8,20-22,66%; 25-
75% Quartile: 8,49-22,46%; 1 µg/ml: Spannweite: 14,02-16,09%; 25-75% Quar-
tile: 14,34-16,06%). Insgesamt konnte somit gezeigt werden, dass eine Behand-
lung mit dem rekombinanten ITIH5-Protein die wachstumsinhibierenden Effekte
ITIH5-u¨berexprimierender Brustkrebszellen nicht versta¨rkt. Zusa¨tzlich konnte
durch diesen experimentellen Ansatz eine eventuelle Toxizita¨t des rekombinan-
ten ITIH5-Proteins ausgeschlossen werden, da keine suppressiven Effekte auf die
Zellen von ITIH5-Klon #12 erkennbar waren.
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Abbildung 3.13: Der Einfluss von rekombinantem ITIH5-Protein auf das Kolonie-
bildungsvermo¨gen stabil transfizierter MDA-MB-231-Mammakarzinomzellen. Zur
Durchfu¨hrung des Koloniebildungstests wurden 1.000 Zellen pro 6-Well im Triplikat ausgesa¨t,
das Zellkulturmedium mit den entsprechenden Konzentrationen des rekombinanten ITIH5-
Proteins versetzt und fu¨r zehn Tage kultiviert. (A) Dargestellt sind repra¨sentative 6-Wells von
Leervektor-Klon #1 sowie ITIH5-Klon #12 der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231. Ver-
glichen wurden jeweils unbehandelte Zellen mit Zellen, denen rekombinantes ITIH5-Protein
in den Konzentrationen 100 ng/ml sowie 1 µg/ml in das Kulturmedium zugegeben wurde.
Leervektor-Klon #1 zeigte bereits makroskopisch eine Verminderung des Zellwachstums und
der Kolonienbildung durch Zugabe von 100 ng/ml sowie 1 µg/ml rekombinantem ITIH5-
Protein. Fu¨r ITIH5-Klon #12 konnte keine Verminderung des Zell- und Kolonienwachstums
durch das rekombinante ITIH5-Protein beobachtet werden. (B) Die densitometrische Auswer-
tung des Koloniebildungstests ergab eine signifikante Reduktion im Koloniebildungsvermo¨gen
fu¨r den Leervektor-Klon #1 bei Zugabe des rekombinanten ITIH5-Proteins in den Konzentra-
tionen 100 ng/ml sowie 1 µg/ml. Die Zugabe des rekombinanten ITIH5-Proteins fu¨hrte beim
ITIH5-Klon #12 zur keiner Reduktion im Zell- und Kolonienwachstum. **P<0,01; n.s.: nicht
signifikant; horizontale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25%
bis 75% Quartile.
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Abschließend sollte der Einfluss des rekombinanten ITIH5-Proteins auf das
Koloniebildungsvermo¨gen einer benignen Brustzelllinie untersucht werden. Der
Koloniebildungstest mit der Brustzelllinie MCF10A zeigte, dass das rekombi-
nante ITIH5-Protein in keiner eingesetzten Konzentration zu einer Reduktion
im Zell- und Kolonienwachstum fu¨hrte (Abbildung 3.14).
Abbildung 3.14: Der Einfluss von rekombinantem ITIH5-Protein auf das Ko-
loniebildungsvermo¨gen der benignen Brustzelllinie MCF10A. Das Kulturmedium
der benignen Brustzelllinie wurde mit entsprechenden Konzentrationen an rekombinantem
ITIH5-Protein versetzt und zehn Tage lang kultiviert. (A) Dargestellt sind respra¨sentative
6-Wells des Koloniebildungstests. Bei keiner der eingesetzten Konzentrationen des rekom-
binanten ITIH5-Proteins war makroskopisch eine Vera¨nderung des Zellwachstums oder der
Koloniebildung zu beobachten. (B) Die densitometrische Auswertung des Koloniebildungs-
tests ergab, dass das rekombinante ITIH5-Protein zu keinem signifikanten Unterschied im Zell-
und Kolonienwachstum der Brustzelllinie MCF10A fu¨hrte. n.s.: nicht signifikant; horizontale
Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Zugabe des rekombinan-
ten ITIH5-Proteins in das Kulturmedium humaner Mammakarzinomzellen des
basalen und luminalen Subtyps zu einer Wachstumsinhibition der Zellen fu¨hrte.
Das rekombinante Protein schien somit eine parakrine Wirkung zu besitzen. Bei
stabil transfizierten malignen Brustkrebszellen, die ITIH5 endogen exprimieren,
sowie benignen Brustzellen konnte durch die Behandlung mit dem rekombinan-
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ten ITIH5-Protein keine Wachstumsreduktion verzeichnet werden.
3.1.8 Der Einfluss von ITIH5 auf das Tumorwachstum in
einem in vivo Xenograft-Modell
Wa¨hrend sich der erste Teil der funktionellen Charakterisierung von ITIH5 im
Mammakarzinom auf in vitro Analysen in der Zellkultur beschra¨nkte, galt es
im na¨chsten Schritt den Einfluss von ITIH5 auf das Tumorwachstum des Mam-
makarzinoms unter mo¨glichst physiologischen Bedingungen zu untersuchen. Die
Tumorprogression ist zwingend abha¨ngig von der Anbindung des wachsenden
Tumors an ein Netzwerk funktioneller Blutgefa¨ße, die den Tumor mit Na¨hrstoffen
versorgen und Stoffwechselprodukte abtransportieren [2]. In diesem Zusammen-
hang galt es in vivo auch die Angiogenese der ITIH5- und Kontroll-Xenograften
zu untersuchen. Dazu wurden Xenotransplantationen durchgefu¨hrt, bei denen
der stabile ITIH5-Klon #7 und der Leervektor-Klon #1 der humanen basa-
len Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 in immunsupprimierte Nacktma¨use
implantiert wurden. Die Klone standen aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zur
Verfu¨gung [140]. Jeweils neun Nacktma¨usen wurden 1x 106 Zellen in 100 µl
PBS des ITIH5-Klons #7 oder des Leervektor-Klons #1 in das linke Brustge-
webe orthotop transplantiert. U¨ber einen Zeitraum von 32 Tagen wurde das
Tumorwachstum zweimal wo¨chentlich mit einer Schieblehre bestimmt und do-
kumentiert. Abbildung 3.15 zeigt die Ergebnisse hierzu. An Tag drei nach der
Injektion der Zellen konnte bei allen neun Nacktma¨usen, die Zellen des ITIH5-
Klons #7 gespritzt bekommen hatten, ein Tumor im Bereich der Injektions-
stelle dokumentiert werden. Dagegen konnte lediglich bei sieben Ma¨usen (77%),
denen der Leervektor-Klon #1 injiziert wurde, ein Tumor festgestellt werden.
Nur die Ma¨use, bei denen ein Tumorwachstum dokumentiert werden konnte,
wurden in die nachfolgenden Analysen miteinbezogen. Die ermittelten Tumor-
gro¨ßen zeigten im Mittel am dritten Tag keinen signifikanten Unterschied zwi-
schen den Ma¨usen des ITIH5-Klons #7 und des Leervektor-Klons #1 (Abbil-
dung 3.15A). Ab dem sechsten Tag war der Gro¨ßenunterschied der Tumoren
zwischen den Gruppen signifikant, wobei die Tumoren des ITIH5-Klons #7 das
im Mittel deutlich kleinere Volumen aufwiesen. Dieser Unterschied setzte sich
bis Tag 32 fort und war auch nach der Entnahme der Tumoren makroskopisch
sichtbar (Abbildung 3.15B). Zusa¨tzlich zur manuellen Gro¨ßenvermessung der
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Tumoren wurden die Tiere 32 Tage nach der Xenotransplantation der Zellen
mittels µCT untersucht (Kapitel 2.21.8). Diese Technik bietet den Vorteil, den
Tumor umfassend im dreidimensionalen Raum zu visualisieren und erlaubt so
unter anderem eine noch pra¨zisere Vermessung seines Volumens. Dazu wurden
µCT-Aufnahmen von vier Nacktma¨usen, die Zellen von Leervektor-Klon #1 inji-
ziert bekamen und sechs Tieren, denen Zellen von ITIH5-Klon #7 transplantiert
wurden, angefertigt. Die µCT-Aufnahmen konnten mit der Software Imalytics
research workstation 3.0 beta (Philips Research, Aachen) ausgewertet und das
mittlere Tumorvolumen der gescannten Ma¨use berechnet werden (Abbildung
3.15C). Diese Methode besta¨tigte die Ergebnisse der manuellen Tumorvermes-
sung und zeigte fu¨r Tag 32 ein im Mittel signifikant (P<0,01) kleineres Volumen
der ITIH5-Klon #7 induzierten Tumoren im Vergleich zu den Leervektor-Klon
#1 induzierten Tumoren.
Nach der Entnahme der Tumoren wurde ihre relative ITIH5 -mRNA-Expres-
sion bestimmt (Abbildung 3.15D). Dabei konstatierten erwartungsgema¨ß aus-
schließlich die ITIH5-Klon #7 induzierten Tumoren (Spannweite: 980,00-4.115;
25-75% Quartile: 1.670-3.106) eine ITIH5 -mRNA-Expression und zeigten im
Vergleich zu den Leervektor-Klon #1 induzierten Tumoren (Spannweite: 0,37-
5,45; 25-75% Quartile: 0,69-3,73) ein signifikant um 2.140-fach gesteigertes ITIH5 -
Expressionslevel.
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Abbildung 3.15: In vivo Xenograft-Modell zur Untersuchung des Einflusses von
ITIH5 auf das Tumorwachstum. Jeweils 1x 106 Zellen von Leervektor-Klon #1 und
ITIH5-Klon #7 der humanen Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 wurden orthotop in das
Brustfettgewebe von Nacktma¨usen transplantiert. (A) Dargestellt sind die mittleren Ver-
laufskurven des Wachstums Leervektor-Klon #1 und ITIH5-Klon #7 induzierter Tumoren
in Nacktma¨usen. Ab dem sechsten Tag nach der Xenotransplantation zeigten die ITIH5-
Klon #7 induzierten Tumoren im Vergleich eine deutliche Wachstumsreduktion. *P<0,05;
**P<0,01; n.s.: nicht signifikant; vertikale Linien: Standardabweichung. (B) Repra¨sentatives
Foto eines Leervektor-Klon #1 sowie ITIH5-Klon #7 induzierten Tumors. (C) Vergleich des
mittleren Tumorvolumens an Tag 32. Die Bestimmung erfolgte hierbei anhand von µCT-
Untersuchungen. **P<0,01; vertikale Linien: Standardabweichung. (D) Boxplot-Grafik der
Real-Time PCR-basierten mRNA-Expressionsdaten von den Gruppen der Leervektor-Klon
#1 sowie ITIH5-Klon #7 induzierten Tumoren. Das Haushaltsgen GAPDH diente als in-
terner Standard der relativen Expression, wobei auf den Median der Leervektor-Klon #1
Gruppe normiert wurde. ***P<0,001; horizontale Linien: Median; vertikale Linien: Minimum
und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile.
Nachfolgende Analysen wurden in Kooperation mit dem Institut fu¨r Expe-
rimentelle Molekulare Bildgebung der Uniklinik RWTH Aachen durchgefu¨hrt.
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Repra¨sentative µCT-Aufnahmen, die zur dreidimensionalen Visualisierung der
induzierten Tumoren in transversaler, coronaler sowie sagittaler Ebene dienten,
werden in Abbildung 3.16 gezeigt. Ein Vergleich zwischen den Aufnahmen der
beiden untersuchten Gruppen zeigte zum einen makroskopisch sichtbar gro¨ßere
Volumina der Leervektor-Klon #1 induzierten Tumoren und zum anderen, dass
diese eine deutlich ausgepra¨gtere Gefa¨ßversorgung aufwiesen.
Abbildung 3.16: µCT-Aufnahmen der Nacktma¨use zur Darstellung der Tumorbil-
dung durch MDA-MB-231-Zellen. Exemplarische µCT-Aufnahmen zweier Nacktma¨use
32 Tage nach orthotoper Injektion jeweils eines Leervektor- (#1) oder ITIH5-Klons (#7) der
humanen Brustkrebszelllinie MDA-MB-231. Dargestellt sind die transversale, coronale und
sagittale Ebene. Der Gro¨ßenunterschied der Tumoren (gelbe Umrandung) ist deutlich zu er-
kennen. Die sta¨rker ausgepra¨gte Versorgung von Blutgefa¨ßen im Tumor des Leervektor-Klons
ist sichtbar und durch gelbe Pfeile markiert.
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Tumoren induzieren die Angiogenese, um sich fu¨r ihr Wachstum ausreichend
mit Sauerstoff und Na¨hrstoffen versorgen zu ko¨nnen [156]. Die µCT-Aufnahmen
zeigten eine minder ausgebildetete Blutgefa¨ßversorgung in den ITIH5-Klon #7
induzierten Tumoren. Dies sollte im Folgenden genauer untersucht werden. Durch
die Kontrastmittel-versta¨rkte µCT-Methode war die Visualisierung der dreidi-
mensionalen Morphologie des Blutgefa¨ßsystems mo¨glich (Abbildung 3.17). Diese
Methode basiert auf der starken Schwa¨chung der Ro¨ntgenstrahlung durch das in
die Schwanzvene injizierte Jod-haltige Blutpoolkontrastmittel eXIA 1600r (Bi-
nitio Biomedical, Ottawa, Kanada), wobei sich gut durchblutete Areale deutlich
hervorheben. Die Auflo¨sung dieser Technik bzw. die kleinste Gefa¨ßgro¨ße, die vi-
sualisiert werden kann, liegt bei ca. 40 µm [157]. Auf den Aufnahmen waren die
Tumoren anhand ihrer Blutgefa¨ßneubildungen (Angiogenese) deutlich zu erken-
nen. Die Leervektor-Klon #1 induzierten Tumoren zeigten auf den Aufnahmen
im Vergleich eine deutlich sta¨rkere und homogenere Vaskularisation.
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Abbildung 3.17: Darstellung des Blutgefa¨ßsystems in den Nacktma¨usen des
Xenograft-Modells. Repra¨sentative Darstellungen des Blutgefa¨ßsystems der Nacktma¨use
32 Tage nach orthotoper Injektion der Zellen jeweils eines Leervektor- (#1) oder ITIH5-Klons
(#7) der humanen Brustkrebszelllinie MDA-MB-231. Die Tumoren sind jeweils durch einen
gelben Pfeil markiert. Rot: Blutgefa¨ßsystem; weiß: Knochenskelett.
Ein geeigneter Paramter zur Bestimmung der Angiogenese ist das relati-
ve Blutvolumen (rBV) [157]. Basierend auf den µCT-Untersuchungen wurde
zusa¨tzlich das relative Blutvolumen der im Xenograft-Modell induzierten Tu-
moren bestimmt (Abbildung 3.18). Dabei zeigte sich, dass die ITIH5-Klon #7
induzierten Tumoren im Vergleich ein hochsignifikant verringertes relatives Blut-
volumen aufwiesen (P<0,001).
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Abbildung 3.18: Bestimmung des relativen Blutvolumens (rBV) in den indu-
zierten Maustumoren. Die Bestimmung des relativen Blutvolumens (rBV) erfolgte mit-
hilfe der Imalytics research workstation 3.0 beta (Philips Research, Aachen). Dazu wurde
die Ro¨ntgendichte (in Hounsfield Einheiten) des segmentierten Tumors und eines Referenz-
Blutgefa¨ßes (abdominaler Teil der Aorta) vor (0% rBV) und nach (100% rBV) der Injektion
des Kontrastmittels bestimmt. ***P<0,001; vertikale Linien: Standardabweichung.
Basierend auf den bisherigen Daten wurden zur weiteren Charakterisierung
der differenziellen Tumorangiogenese Immunfluoreszenz-Fa¨rbungen durchgefu¨hrt
(Abbildung 3.19A). Neben der Bestimmung des relativen Blutvolumens eines
Tumors dienen der Endothelzellen-Marker platelet endothelial cell adhesion mole-
cule-1 (PECAM-1), auch bekannt als cluster of differentiation 31 (CD31), so-
wie der Perizyten-Marker α-smooth muscle actin (αSMA) als weitere wichti-
ge Parameter zur Bestimmung der Angiogenese [157, 158]. Dabei erlaubt eine
CD31-Fa¨rbung Aussagen u¨ber die Dichte sowie Verteilung von Blutgefa¨ßen,
wa¨hrend die αSMA-Fa¨rbung Angaben u¨ber die Reife der Blutgefa¨ße zula¨sst.
Die Leervektor-Klon #1 induzierten Tumoren zeigten eine signifikant (P<0,05)
sta¨rkere CD31-Fa¨rbung sowie eine signifikant (P<0,01) verminderte αSMA-
Fa¨rbung gegenu¨ber den ITIH5-Klon #7 induzierten Tumoren (Abbildung 3.19).
Dies ist im Einklang mit den bisher gesammelten Beobachtungen. Langsam
wachsende Tumoren wie die ITIH5-Klon #7 induzierten Tumoren zeichnen sich
durch eine verminderte Dichte an Blutgefa¨ßen aus, die daru¨berhinaus sehr reif
und damit groß-lumig sind. Dagegen weisen schnell wachsende Tumoren wie die
Leervektor-Klon #1 induzierten Tumoren ein dichtes Netz an Blutgefa¨ßen auf,
die eher unreif und klein-lumig sind.
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Abbildung 3.19: Immunfluoreszenz-Fa¨rbungen zur Visualisierung von
Angiogenese-Parametern. (A) Repra¨sentative Aufnahmen der Immunfluoreszenz-
Fa¨rbungen von den Tumoren der Nacktma¨use 32 Tage nach orthotoper Injektion der Zellen
jeweils eines Leervektor- (#1) oder ITIH5-Klons (#7) der humanen Brustkrebszelllinie
MDA-MB-231. Gru¨n: CD31 als Marker fu¨r Blutgefa¨ße; rot: αSMA als Marker fu¨r Perizyten;
blau: Hoechst als Marker fu¨r Zellkerne. (B) Grafische Darstellung des Vergleichs der
CD31 angefa¨rbten Areale in % zwischen den Leervektor-Klon #1 und den ITIH5-Klon
#7 induzierten Tumoren. (C) Auswertung zum Vergleich der αSMA angefa¨rbten Areale
zwischen beiden Gruppen. *P<0,05; **P<0,01; vertikale Linien: Standardabweichung.
Abschließend wurden die angiogenen Unterschiede der ITIH5-Klon #7 und
Leervektor-Klon #1 induzierten Tumoren mittels einer Korrelationsanalyse be-
wertet. Dazu wurde der Zusammenhang zwischen dem relativen Blutvolumen
und der CD31-Fa¨rbung untersucht. Die Korrelation war signifikant (P<0,001)
und der hohe r2-Wert verdeutlichte den starken Zusammenhang zwischen dem
relativen Blutvolumen und der CD31-Fa¨rbung. Dabei wurde besta¨tigt, dass bei
den ITIH5-Klon #7 induzierten Tumoren das verringerte relative Blutvolumen
mit einer verminderten CD31-Fa¨rbung korrelierte.
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Abbildung 3.20: Korrelationsanalyse des relativen Blutvolumens und der CD31-
Fa¨rbungen in den Tumoren der Nacktma¨use. Grafische Darstellung der Korrelations-
analyse zur Bestimmung des Zusammenhangs zwischen dem relativen Blutvolumen und der
CD31-Fa¨rbung in den ITIH5-Klon #7 und Leervektor-Klon #1 induzierten Tumoren. r2:
Pearsons Produkt-Moment-Korrelationskoeffizient.
Zusammenfassend konnten in diesem experimentellen Abschnitt die tumor-
wachstumssuppressiven Eigenschaften von ITIH5, die sich bereits in den funktio-
nellen in vitro Studien zeigten, auch unter physiologischen Bedingungen auf ein
in vivo Xenograft-Modell u¨bertragen werden. Zusa¨tzlich konnte eine reduzierte
Angiogenese in den ITIH5-Klon #7 induzierten Tumoren festgestellt werden.
3.2 Die Charakterisierung des ITIH5-Knock-
out-Mausmodells
Um die Funktionen von Genen im Ko¨rper zu entschlu¨sseln, ist heutzutage die
Technologie des Gen-Knockouts die Methode der Wahl. Fu¨r mehr als zehntau-
send Gene, und damit nahezu die Ha¨lfte des Sa¨ugertiergenoms, konnten bereits
Knockout-Maussysteme generiert werden [159]. Neben den durchgefu¨hrten funk-
tionellen in vitro und in vivo Analysen zur Charakterisierung von ITIH5 wur-
de bisher in keiner grundlegenden Arbeit ein ITIH5-Knockout-Maussystem be-
schrieben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher erstmals ein ITIH5-Knockout-
Mausmodell generiert. In weiterfu¨hrenden Analysen stand zuna¨chst die pha¨no-
typische Charakterisierung der Ma¨use im Vordergrund.
129
3 Ergebnisse
3.2.1 Validierung des ITIH5-Knockout-Mausmodells auf
DNA-, mRNA- und Protein-Ebene
Nach ersten Verpaarungen heterozygoter ITIH5-Knockout-Ma¨use galt es die
funktionelle Inaktivierung des murinen ITIH5 -Gens auf DNA-, mRNA- sowie
Protein-Ebene zu besta¨tigen. Das murine ITIH5 -Gen besteht aus insgesamt 14
Exons. Zum Ausschalten des Gens wurde Exon 1 und eine unmittelbar strom-
aufwa¨rts liegende 5 kb Region im Zuge eines homologen Rekombinationsme-
chanismus deletiert (Kapitel 2.4.2). Somit sollte durch das Entfernen des Start-
codons und der Promotor-Region das Ablesen des Gens sowie die Bildung des
ITIH5-Proteins verhindert werden.
In einem ersten Schritt erfolgte die Genotypisierung der Tiere auf DNA-
Ebene mithilfe einer Multiplex-PCR (Kapitel 2.17.6). Dabei konnte anhand un-
terschiedlich großer PCR-Produkte zwischen dem homozygoten Wildtyp- und
Knockout-Genotyp sowie dem heterozygoten Genotyp unterschieden werden.
Die Lage der gewa¨hlten Primer ist in Abbildung 3.21A schematisch dargestellt.
In der gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Amplifikate erhielt man fu¨r
homozygote Knockout-Ma¨use ein Produkt auf der Ho¨he von 254 bp, wa¨hrend fu¨r
homozygote Wildtyp-Tiere eine Bande auf der Ho¨he von 177 bp detektierbar
war. Heterozygote Tiere zeigten dementsprechend Produktbanden auf beiden
Ho¨hen (Abbildung 3.21B).
U¨berdies lies sich der Knockout des ITIH5 -Gens auch auf mRNA-Ebene
besta¨tigen. Die Oligonukleotide, die fu¨r die Detektion der relativen ITIH5 -
mRNA-Expression in der Real-Time PCR eingesetzt wurden, lagen in Exon
10 und 12 des murinen ITIH5 -Gens. Als interner Standard wurde die Ex-
pression des murinen Haushaltsgens GAPDH gemessen. In Abbildung 3.21C
ist exemplarisch eine gelelektrophoretische Auftrennnung von Real-Time PCR-
Produkten zur Bestimmung der relativen ITIH5 -mRNA-Expression in der Haut
von jeweils drei ITIH5-Knockout- sowie Wildtyp-Ma¨usen dargestellt. Erwar-
tungsgema¨ß zeigten die Knockout-Ma¨use keine ITIH5 -Expression.
Mithilfe eines nicht-kommerziellen polyklonalen Antiko¨rpers gegen das muri-
ne ITIH5-Protein war zudem die U¨berpru¨fung des funktionellen ITIH5-Protein-
verlustes in den Knockout-Tieren mo¨glich. Exemplarische Western-Blot-Ergebnis-
se von Proteinlysaten aus Uterusgewebe von ITIH5-Knockout- sowie Wildtyp-
Ma¨usen sind in Abbildung 3.21D gezeigt. Als interne Referenz diente das murine
130
3.2 Die Charakterisierung des ITIH5-Knockout-Mausmodells
Haushaltsprotein GAPDH. Eine Expression des murinen ITIH5-Proteins war le-
diglich in den Geweben der Wildtyp-Ma¨use detektierbar.
.
Abbildung 3.21: Validierung des ITIH5-Knockout-Mausmodells. (A) Schematische
Darstellung der Lage der Primer, die fu¨r die Genotypisierungs-PCR eingesetzt wurden. Bei
einer Amplifikation durch die Primer 1 und 2 wurde ein Produkt gebildet, das spezifisch fu¨r
den Wildtyp ist. Die Primer 1 und 3 dienten zur Detektion des Knockout-Allels. (B) Ge-
zeigt ist eine repra¨sentative gelelektrophoretische Auftrennung einer PCR zur Bestimmung
des Genotyps. Ein Produkt in Ho¨he von 177 bp detektierte den Wildtyp, wohingegen fu¨r
den ITIH5-Knockout ein Amplifikat in Ho¨he von 254 bp detektierbar war. Heterozygote Tie-
re zeigten Produkte auf beiden Ho¨hen. (C) Mittels quantitativer Real-Time PCR wurde
die ITIH5 -mRNA-Expression in der Haut von jeweils drei ITIH5-Knockout- sowie Wildtyp-
Ma¨usen untersucht. Gezeigt ist die gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte. Nur
bei den Wildtyp-Tieren war eine Produktbande fu¨r ITIH5 (176 bp) detektierbar. Als interner
Standard diente die mRNA-Expression von GAPDH (150 bp). (D) Western-Blot-Analyse von
Proteinlysaten aus Uterusgewebe von jeweils drei ITIH5-Knockout- sowie Wildtyp-Ma¨usen.
Eine Proteinbande fu¨r ITIH5 (105 kDa) war nur in den Proben der Wildtyp-Ma¨use detek-
tierbar. Als Referenz diente die Proteinexpression von GAPDH (36 kDa). +/+: Homozygot
Wildtyp; +/-: Heterozygot; -/-: Homozygot Knockout.
Insgesamt konnte somit der ITIH5-Knockout im Mausmodell auf allen drei
fundamentalen Moleku¨l-Ebenen (DNA, mRNA und Protein) validiert werden.
3.2.2 Analyse der Genotypen-Verteilung
Im Hinblick auf die U¨berlebensfa¨higkeit ist die Wurfgro¨ße ein wichtiges Merk-
mal einer Population. Dabei ist bekannt, dass bei vielen generierten Knock-
out-Mausmodellen die ausgeschalteten Gene essenziell fu¨r die Embryonalent-
wicklung sind, was zum Absterben der Embryonen fu¨hrt und den Aufbau einer
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Zucht unmo¨glich macht [159]. Fu¨r die Zucht der ITIH5-Knockout-Maus wurden
die Wurfgro¨ßen heterozygoter Zuchtpaare ca. vier Wochen nach der Geburt der
Jungtiere hinsichtlich ihrer Genotypen-Verteilung analysiert (Abbildung 3.22).
Nach den mendelschen Regeln [160] war dabei eine Genotypen-Verteilung von
1:2:1 (homozygot Knockout : heterozygot : homozygot Wildtyp) zu erwarten.
Die Genotypisierung von 110 Nachkommen heterozygoter Verpaarungen er-
gab, dass 24,55% der Nachkommen das Knockout-Gen homozygot vererbt be-
kamen. Bei 43,64% heterozygoten Tieren sowie 31,82% homozygoten Wildtyp-
Tieren ergab sich nahezu eine Aufspaltung der Genotypen, wie sie nach den
mendelschen Regeln zu erwarten war.
Abbildung 3.22: Genotypen-Verteilung analysierter heterozygoter Verpaarungen
der ITIH5-Knockout-Mauszucht. Es wurden ingesamt 110 Nachkommen heterozygoter
Verpaarungen genotypisiert. +/+: Homozygot Wildtyp; +/-: Heterozygot; -/-: Homozygot
Knockout.
Desweiteren ergaben Verpaarungen von homozygoten ITIH5-Knockout-Ma¨u-
sen untereinander, dass die Anzahl der Nachkommen mit der von Wildtyp-
Verpaarungen vergleichbar war. Insgesamt konnte somit gezeigt werden, dass
das ITIH5-Knockout-Allel normal vererbt wurde und der Knockout keinen ne-
gativen Einfluss auf die Fertilia¨t sowie die U¨berlebensfa¨higkeit der Nachkommen
ausu¨bte.
3.2.3 Ko¨rpergewichtsstudie der ITIH5-Knockout-Maus-
zucht
Die pha¨notypischen Untersuchungen der ITIH5-Knockout-Mauslinie konzentrier-
ten sich nachfolgend auf die Analyse gesammelter Gewichtsdaten von 334 Ma¨usen.
Dazu wurden homozygote ITIH5-Knockout- und entsprechende Wildtyp-Ma¨use
im Alter von vier bis 24 Wochen gewogen. Die Tabellen 3.1 und 3.2 geben einen
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U¨berblick u¨ber die Gewichtsanalysen getrennt nach dem Geschlecht der unter-
suchten Tiere. Tra¨chtige Tiere wurden nicht in die Analysen miteinbezogen.
Fu¨r Altersstufen, in denen mehrere Tiere gewogen wurden, sind entsprechende
Medianwerte angegeben.
Tabelle 3.1: Vergleich des Ko¨rpergewichts weiblicher ITIH5-Knockout-Ma¨use und
entsprechender Wildtyp-Kontrollen im Alter von vier bis 24 Wochen
Alter
[Wochen]
Genotyp Anzahl der
Tiere [n]
Medianwert
Gewicht [g]
P-Werta
4
WT 2 14,2
0,7758
KO 8 14,0
5
WT 12 16,6
0,0652
KO 7 16,1
6
WT 9 18,4
0,0020
KO 5 17,3
7
WT 10 19,1
0,0001
KO 11 18,0
8
WT 3 20,4
0,5000
KO 1 18,3
9
WT 3 20,1
0,9048
KO 6 18,9
10
WT 1 20,4
1,0000
KO 1 18,3
11
WT 6 21,4
0,0007
KO 8 19,9
12
WT 8 22,4
0,0932
KO 5 20,2
13
WT 1 22,0
1,0000
KO 1 21,6
14
WT 4 21,8
0,8000
KO 1 21,9
15
WT 5 22,1
0,3929
KO 3 21,6
16
WT 1 22,0
0,6667
KO 2 20,4
17
WT 6 22,4
0,9048
KO 3 22,6
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
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Alter
[Wochen]
Genotyp Anzahl der
Tiere [n]
Medianwert
Gewicht [g]
P-Werta
18
WT 2 23,2
0,2667
KO 4 21,5
19
WT 1 24,3
0,8000
KO 4 24,0
20
WT 1 23,7
1,0000
KO 1 22,7
21
WT 1 23,9
1,0000
KO 2 23,6
22
WT 3 24,2
1,0000
KO 3 23,3
23
WT 2 24,3
0,6667
KO 2 23,8
24
WT 4 24,2
0,3301
KO 9 24,0
aMann-Whitney U-Test. Signifikante P-Werte sind in Fettschrift dargestellt (P<0,05). WT:
Homozygot Wildtyp; KO: Homozygot Knockout.
Tabelle 3.2: Vergleich des Ko¨rpergewichts ma¨nnlicher ITIH5-Knockout-Ma¨use
und entsprechender Wildtyp-Kontrollen im Alter von vier bis 24 Wochen
Alter
[Wochen]
Genotyp Anzahl der
Tiere [n]
Medianwert
Gewicht [g]
P-Werta
4
WT 4 16,4
0,1483
KO 9 15,8
5
WT 2 21,2
0,0444
KO 8 18,3
6
WT 9 22,0
0,1069
KO 12 20,7
7
WT 3 23,2
0,0167
KO 7 21,7
8
WT 6 26,4
0,0476
KO 3 23,8
9
WT 4 25,8
0,0050
KO 12 23,7
10
WT 2 26,1
0,5333
KO 4 24,1
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
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Alter
[Wochen]
Genotyp Anzahl der
Tiere [n]
Medianwert
Gewicht [g]
P-Werta
11
WT 2 28,9
0,2182
KO 9 27,4
12
WT 2 27,8
0,2857
KO 6 26,0
13
WT 2 28,1
0,8000
KO 3 26,6
14
WT 2 28,0
0,3333
KO 2 26,7
15
WT 6 28,2
0,0087
KO 6 26,5
16
WT 1 28,0
0,6667
KO 2 27,5
17
WT 2 28,7
0,8000
KO 3 28,5
18
WT 2 30,3
0,6667
KO 1 27,9
19
WT 2 28,9
0,8000
KO 3 28,5
20
WT 2 30,0
1,0000
KO 1 29,8
21
WT 1 30,4
0,6667
KO 2 29,9
22
WT 3 31,4
0,2000
KO 2 27,7
23
WT 2 31,5
1,0000
KO 1 29,0
24
WT 6 29,5
1,0000
KO 1 29,1
aMann-Whitney U-Test. Signifikante P-Werte sind in Fettschrift dargestellt (P<0,05). WT:
Homozygot Wildtyp; KO: Homozygot Knockout.
Wie den Tabellen zu entnehmen ist, war das mediane Ko¨rpergewicht sowohl
weiblicher als auch ma¨nnlicher ITIH5-Knockout-Ma¨use im Vergleich zu entspre-
chenden Wildtyp-Ma¨usen in nahezu allen Altersstufen tendenziell geringer. Ein
zweiseitiger, nichtparametrischer Mann-Whitney U-Test zeigte bei den Weib-
chen in den Altersstufen der sechs, sieben und elf Wochen alten Tiere sowie bei
den Ma¨nnchen in den Altersstufen der fu¨nf, sieben, acht, neun und 15 Wochen
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alten Tiere sogar ein signifikant verringertes Ko¨rpergewicht. Zusa¨tzlich wurden
die Ergebnisse in Abbildung 3.23 grafisch dargestellt. Hierbei war das tenden-
ziell leichtere mediane Ko¨rpergewicht der ITIH5-Knockout-Ma¨use anhand der
unterschiedlichen Verlaufskurven deutlich zu erkennen.
Abbildung 3.23: Vergleich des Ko¨rpergewichts homozygoter ITIH5-Knockout-
Ma¨use und entsprechender Wildtyp-Kontrollen im Alter von vier bis 24 Wochen
getrennt nach ihrem Geschlecht. Die grafische Darstellung zeigt einen Vergleich der Me-
dianwerte von Ko¨rpergewichtsmessungen an insgesamt 172 weiblichen und 162 ma¨nnlichen
Ma¨usen. Vertikale Linien: Minimum und Maximum.
3.2.4 Analyse von Blut- und Serumparametern der ITIH5-
Knockout-Maus
Die Zusammensetzung des Blutes ist ein wichtiger Spiegel fu¨r viele im Ko¨rper
vorgehende Prozesse. Auffa¨lligkeiten, die mit bloßem Auge nicht sichtbar sind,
ko¨nnen anhand von Blutanalysen zum Vorschein kommen. Zur weiteren Charak-
terisierung der Mauslinie wurden Blut- und Serumparameter von homozygoten
ITIH5-Knockout- sowie Wildtyp-Ma¨usen bestimmt und miteinander verglichen.
Dafu¨r wurden jeweils fu¨nf Ma¨usen Blut durch eine Retrobulba¨rpunktion ent-
nommen (Kapitel 2.21.4). Von jedem Tier wurden 17 Serumparameter und ein
sogenanntes
”
großes Blutbild“ erstellt. Die Ergebnisse sind nach weiblichen und
ma¨nnlichen Ma¨usen getrennt in den Tabellen 3.3 und 3.4 aufgelistet.
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Tabelle 3.3: Vergleich der Blutanalysen von weiblichen ITIH5-Knockout-Ma¨usen
und entsprechenden Wildtyp-Kontrollen im Alter von acht Wochen
Parameter Medianwert
Knockout (n=5)
Medianwert
Wildtyp (n=5)
P-Werta
Serum alk. Phosphatase [U/L] 475,5 426,0 0,1905
GOT / AST [U/L] 47,0 40,0 0,5556
GPT / ALT [U/L] 25,0 31,0 0,7302
Gesamteiweiß [g/dL] 4,8 4,6 0,0322
Glucose [mmol/L] 8,2 6,9 0,5284
Cholesterin [mmol/L] 2,3 2,1 0,1666
Triglyceride [mmol/L] 2,3 1,4 0,0317
Harnstoff [mmol/L] 8,0 6,6 0,0196
Creatinin [µmol/L] 10,0 12,0 0,1988
Gesamt-Bilirubin [µmol/L] 12,0 8,0 0,1326
anorg. Phosphat [mmol/L] 3,0 3,0 1,0000
Natrium [mmol/L] 152,0 149,0 0,0153
Kalium [mmol/L] 5,6 5,3 0,7496
Calcium [mmol/L] 2,5 2,5 0,6228
Albumin [g/dL] 24,0 23,0 0,3378
Creatinkinase [U/L] 178,0 57,0 0,4127
Chlorid [mmol/L] 118,0 114,0 0,0102
EDTA- Leukozyten [x103/µl] 4,9 4,7 0,9166
Blut Erythrozyten [x106/µl] 9,4 9,2 0,0952
Thrombozyten [x103/µl] 874,0 667,0 0,0159
Ha¨moglobin [g/dL] 15,8 15,4 0,4578
Ha¨matokrit [%] 41,2 41,6 0,6905
MCV [fL] 43,6 45,2 0,0117
MCH [pg] 16,8 16,9 0,5993
MCHC [g/dL] 38,7 37,8 0,2087
Stabkernige [%] 3,0 4,0 0,2003
Segmentkernige [%] 17,0 14,0 0,2463
Lymphozyten [%] 73,0 72,0 0,9166
Monozyten [%] 3,0 5,0 0,1679
Eosinophile [%] 3,0 3,0 0,7373
Basophile [%] 0,0 0,0 0,4237
a Mann-Whitney U-Test. Signifikante P-Werte sind in Fettschrift dargestellt (P<0,05).
GOT: Glutamat-Oxalacetat-Transaminase; AST: Aspartat-Aminotransferase; GPT:
Glutamat-Pyruvat-Transaminase; ALT: Alanin-Aminotransferase; MCV: Mittleres Ery-
throzytenvolumen (engl. mean corpuscular volume); MCH: Mittleres korpuskula¨res
Ha¨moglobin (engl. mean corpuscular hemoglobin); MCHC: Mittlere korpuskula¨re
Ha¨moglobinkonzentration (engl. mean corpuscular hemoglobin concentration).
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Tabelle 3.4: Vergleich der Blutanalysen von ma¨nnlichen ITIH5-Knockout-Ma¨usen
und entsprechenden Wildtyp-Kontrollen im Alter von acht Wochen
Parameter Medianwert
Knockout (n=5)
Medianwert
Wildtyp (n=5)
P-Werta
Serum alk. Phosphatase [U/L] 497,0 403,0 0,0159
GOT / AST [U/L] 33,5 46,0 0,1761
GPT / ALT [U/L] 26,0 32,0 0,1400
Gesamteiweiß [g/dL] 4,7 4,9 0,3791
Glucose [mmol/L] 8,2 8,5 0,7302
Cholesterin [mmol/L] 2,8 2,7 0,5334
Triglyceride [mmol/L] 1,7 2,0 0,1905
Harnstoff [mmol/L] 7,2 6,9 0,1706
Creatinin [µmol/L] 13,0 14,0 0,6072
Gesamt-Bilirubin [µmol/L] 8,5 8,0 0,6072
anorg. Phosphat [mmol/L] 3,3 3,3 0,7302
Natrium [mmol/L] 154,0 153,0 0,1575
Kalium [mmol/L] 5,8 5,8 0,9021
Calcium [mmol/L] 2,6 2,6 0,2663
Albumin [g/dL] 22,0 24,0 0,0595
Creatinkinase [U/L] 69,0 243,0 0,2857
Chlorid [mmol/L] 116,0 115,0 0,4568
EDTA- Leukozyten [x103/µl] 3,1 4,0 0,4206
Blut Erythrozyten [x106/µl] 9,6 9,0 0,0079
Thrombozyten [x103/µl] 886,0 950,0 1,0000
Ha¨moglobin [g/dL] 15,7 16,0 0,6752
Ha¨matokrit [%] 41,8 39,6 0,0119
MCV [fL] 43,3 43,4 0,4005
MCH [pg] 16,3 17,6 0,0079
MCHC [g/dL] 37,6 40,4 0,1412
Stabkernige [%] 4,0 4,0 0,7373
Segmentkernige [%] 24,0 19,0 0,0562
Lymphozyten [%] 70,0 70,0 1,0000
Monozyten [%] 2,0 3,0 0,2374
Eosinophile [%] 2,0 3,0 0,1049
Basophile [%] 0,0 0,0 1,0000
a Mann-Whitney U-Test. Signifikante P-Werte sind in Fettschrift dargestellt (P<0,05).
GOT: Glutamat-Oxalacetat-Transaminase; AST: Aspartat-Aminotransferase; GPT:
Glutamat-Pyruvat-Transaminase; ALT: Alanin-Aminotransferase; MCV: Mittleres Ery-
throzytenvolumen (engl. mean corpuscular volume); MCH: Mittleres korpuskula¨res
Ha¨moglobin (engl. mean corpuscular hemoglobin); MCHC: Mittlere korpuskula¨re
Ha¨moglobinkonzentration (engl. mean corpuscular hemoglobin concentration).
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Die Gruppe der acht Wochen alten weiblichen ITIH5-Knockout-Ma¨use zeigte
im Vergleich zu gleichaltrigen Kontroll-Tieren einen signifikant erho¨hten Gesamt-
eiweiß-, Triglycerid-, Harnstoff-, Natrium-, Chlorid- und Thrombozyten-Spiegel
sowie ein verringertes mittleres Erythrozytenvolumen (MCV). Bei den ma¨nn-
lichen ITIH5-Knockout-Ma¨usen war ein signifikant erho¨hter Spiegel an alkali-
scher Phosphatase, Erythrozyten und Ha¨matokrit sowie ein erniedrigter Wert
an mittlerem korpuskula¨rem Ha¨moglobin (MCH) feststellbar.
Zusammenfassend konnte das in dieser Arbeit erstmalig generierte ITIH5-
Knockout-Mausmodell erfolgreich auf DNA-, mRNA- sowie Protein-Ebene va-
lidiert werden. Die ITIH5-Knockout-Ma¨use waren fertil und ermo¨glichten den
Aufbau einer Zucht. Erste pha¨notypische Charakterisierungen zeigten ein ten-
denziell verringertes Ko¨rpergewicht sowie Unterschiede in einigen Blut- und Se-
rumparametern im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen. An einem kleinen Kollektiv
von jeweils drei ITIH5-Knockout- und Wildtyp-Tieren erfolgte die Begutachtung
von Gewebeschnitten innerer Organe wie Herz, Gehirn, Milz, Leber, Nieren,
Lunge und Magen sowie dem Brustgewebe, durch einen erfahrenen Pathologen.
Dabei zeigten sich keine mikroskopischen und morphologischen Auffa¨lligkeiten.
Daru¨berhinaus traten im untersuchten Zeitraum keine Auffa¨lligkeiten im Ver-
halten oder dem a¨ußeren Erscheinungsbild der Ma¨use auf. Das ITIH5-Knockout-
Mausmodell diente im Folgenden auch zur Untersuchung der ITIH5-Funktion in
der Haut. In diesem Zusammenhang werden pha¨notypische Auffa¨lligkeiten der
Haut von ITIH5-Knockout-Ma¨usen in Kapitel 3.3.4 beschrieben.
3.3 Die Charakterisierung von ITIH5 in der
Haut
3.3.1 Analyse zur Genexpression der Inter-α-Trypsin In-
hibitor Heavy Chains in der humanen Haut
Die Proteine der Inter-α-Trypsin Inhibitor (ITI)-Familie werden in vielen ver-
schiedenen Geweben exprimiert und assembliert [109], wobei der Hauptsynthe-
seort der schweren Ketten 1-4 in den Hepatozyten der Leber liegt [124]. Im
Gegensatz dazu zeigt ITIH5 in der Leber eine schwache Expression und wird
z.B. im Epithel der Plazenta oder der Brust signifikant sta¨rker exprimiert [107].
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Bisher hat es jedoch in keiner grundlegenden Arbeit einen systematischen An-
satz gegeben, die Expression und Funktion der ITI-heavy chains (ITIHs) in
humaner Haut zu untersuchen. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte dies in Ko-
operation mit der Hautklinik der Uniklinik RWTH Aachen. Zuna¨chst wurde die
Expression der fu¨nf bekannten ITIHs in der Haut u¨ber eine Chip-basierte Gen-
expressionsanalyse untersucht. Hierfu¨r wurde der cDNA-basierte GeneChipr
Human Exon 1.0 ST Array der Firma Affymetrix (Santa Clara, CA, USA) ver-
wendet, wobei die Durchfu¨hrung in einer zentralen Einrichtung des Aachener
Interdisziplina¨ren Zentrums fu¨r Klinische Forschung (IZKF) erfolgte. Um Aus-
sagen zum Expressionsspiegel der einzelnen schweren Ketten in der Haut treffen
zu ko¨nnen, wurde eine vergleichende Analyse zu ihrem Expressionsspiegel in der
Leber durchgefu¨hrt. Fu¨r die Untersuchung wurde zum einen Gesamt-RNA aus
humaner Haut (Stratagene, La Jolla, CA, USA) und zum anderen Gesamt-RNA
aus menschlicher Leber (Ambion, Austin, TX, USA) verwendet. Zur Differen-
zierung der Haut in ihre beiden Schichten dienten RNA-Proben proliferieren-
der humaner dermaler Fibroblasten und epidermaler Keratinozyten, die als re-
pra¨sentative Zellen der jeweiligen Hautschichten anzusehen sind. Die Analyse
der Expressionsdaten wurde mithilfe des Array Assist Exon 5.1 tools (Strata-
gene, La Jolla, CA, USA) durchgefu¨hrt. Zum Vergleich der Expressionsspiegel
der einzelnen ITIHs wurde jeweils auf den Wert der Keratinozyten normiert.
Tabelle 3.5 stellt die Ergebnisse der Expressionsanalyse dar. Demzufolge zeigte
ITIH1 verglichen zu seiner Expression in den Keratinozyten und Fibroblasten
einen ca. 6.000-fach sowie zur Haut einen ca. 8.000-fach ho¨heren Expressionss-
piegel in der Leber. Fu¨r ITIH2 war eine ca. 15.000-fach sta¨rkere Expression
in der Leber verglichen mit seiner Expression in Keratinozyten und Fibroblas-
ten zu verzeichnen. Im Vergleich zur Haut war die Expression in der Leber ca.
13.000-fach erho¨ht. ITIH3 wies in der Leber verglichen zu den Hautzellen und
der Haut ein ca. 6.000- bis 8.000-fach ho¨heres Expressionslevel auf. Mit einer ca.
20.000-fach ho¨heren Expression in der Leber zeigte ITIH4 den gro¨ßten Unter-
schied aller ITIH-Proteine im Vergleich zu seiner Expression in Keratinozyten,
Fibroblasten sowie der Haut. Das Expressionslevel von ITIH5 war in der Leber
nicht nennenswert ho¨her als in den Keratinozyten. Dagegen zeigte ITIH5 in der
Haut ein ca. 18-fach und in den Fibroblasten ein ca. 27-fach ho¨heres Expressi-
onslevel als in den Keratinozyten. Im Vergleich der untersuchten ITIH-Proteine
wies ITIH5 die sta¨rkste Expression in der Haut und in den Fibroblasten auf.
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Dabei lag der Expressionsspiegel in der Haut ca. 15- bis 25-fach u¨ber der Ex-
pression von ITIH1-4. In den Fibroblasten zeigte sich eine ITIH5-Expression,
die ca. 27- bis 34-fach u¨ber dem Expressionsspiegel der u¨brigen ITIH-Proteine
lag.
Tabelle 3.5: Chip-basierte Genexpressionsanalyse der ITIH-Proteine in epiderma-
len Keratinozyten, dermalen Fibroblasten, humaner Haut sowie humaner Leber
Epidermale
Keratinozyten
Dermale
Fibroblasten
Haut Leber
ITIH1 1,0 1,0 0,7 6.057
ITIH2 1,0 1,0 1,2 15.771
ITIH3 1,0 0,8 0,9 6.282
ITIH4 1,0 1,0 1,0 20.057
ITIH5 1,0 27,2 17,8 1,3
Normiert wurde jeweils auf den Wert der epidermalen Keratinozyten. Dar-
gestellt sind arbitra¨re Einheiten.
Als Fazit war demnach festzuhalten, dass ITIH5 das am sta¨rksten expri-
mierte Mitglied der ITIH-Proteinfamilie in der humanen Haut ist. Dabei zeigten
die dermalen Fibroblasten die sta¨rkste Expression. Die genaue Lokalisation der
ITIH5-Expression in der Haut galt es in weiteren Analysen zu untersuchen.
3.3.2 Lokalisation der ITIH5-Expression in der humanen
Haut
Die Daten der vorangegangenen Chip-basierten Genexpressionsanalyse stellten
ITIH5 als dominantes Mitglied der ITIH-Proteinfamilie in der humanen Haut
dar (Kapitel 3.3.1). In einem na¨chsten Schritt sollte die Lokalisation der ITIH5-
Expression in der Haut untersucht werden. Dazu wurden zuna¨chst mithilfe einer
Real-Time PCR-basierten Expressionsanalyse Proben der beiden Hautschichten
Dermis (n=5) und Epidermis (n=7) sowie deren jeweiligen repra¨sentativen Zel-
len, den dermalen Fibroblasten (n=8) und epidermalen Keratinozyten (n=8),
untersucht (Abbildung 3.24A). Die Analyse zeigte, dass die Dermis im Ver-
gleich der beiden Hautschichten eine signifikant sta¨rkere ITIH5 -Expression auf-
wies (P<0,01). Dies wurde durch den Vergleich der repra¨sentativen Zellen bei-
der Schichten, die als deren Zellkultur-Gegenstu¨cke anzusehen sind, untermau-
ert. Hier wiesen die dermalen Fibroblasten (DF) im Vergleich zu den epider-
malen Keratinozyten (EK) eine hochsignifikant sta¨rkere ITIH5 -Expression auf
(P<0,001).
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Zusa¨tzlich wurde die ITIH5-Proteinexpression in Proben von Epidermis und
Dermis sowie epidermalen Keratinozyten und dermalen Fibroblasten mithilfe
einer Western-Blot-Analyse untersucht. Repra¨sentative Ergebnisse sind in Ab-
bildung 3.24B dargestellt. Hierbei wiesen lediglich Proteinlysate von dermalen
Fibroblasten sowie der Dermis eine Proteinbande fu¨r ITIH5 auf und bekra¨ftigten
damit die Real-Time PCR-Ergebnisse .
Abbildung 3.24: RNA- und Protein-bezogene Expressionsanalysen von ITIH5 in
der humanen Haut. (A) Real-Time PCR-Messung der ITIH5 -mRNA-Expression in pro-
liferierenden epidermalen Keratinozyten (EK; n=8) und dermalen Fibroblasten (DF; n=8)
sowie in Proben von Epidermis (n=7) und Dermis (n=5). Als Referenz wurde die rRNA-
Expression des Haushaltgens Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) gemes-
sen. **P<0,01; ***P<0,001; vertikale Linien: Standardabweichung. (B) Darstellung einer
repra¨sentativen Western-Blot-Analyse der ITIH5-Proteinexpression in Proben der Epidermis
und Dermis sowie in proliferierenden epidermalen Keratinozyten (EK) und dermalen Fibro-
blasten (DF). In den Proben der Epidermis und der Keratinozyten wurde keine Proteinbande
detektiert, wa¨hrend in den Lysaten der Fibroblasten und der Dermis eine spezifische Protein-
bande fu¨r ITIH5 (105 kDa) sichtbar war. Das Haushaltsgen GAPDH wurde als Ladekontrolle
fu¨r die Proteinkonzentration verwendet.
Zur weiteren Untersuchung der ITIH5-Expression in den dermalen Fibro-
blasten wurden die bisherigen Daten noch um eine immunhistochemische Ana-
lyse erweitert. Durchgefu¨hrt wurde dabei eine Immunfluoreszenz-Doppelfa¨rbung
an Paraffinschnitten von normaler Haut. Die Immunfluoreszenz-Doppelfa¨rbung
ist eine anschauliche Methode, um die simultane Expression zweier Proteine
nachzuweisen. In diesem Fall fungierte CD90 als spezifischer Marker fu¨r Fibro-
blasten [144] und ITIH5 wurde mithilfe des nicht-kommerziellen anti-hITIH5-
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Antiko¨rpers detektiert. Die Abbildung 3.25 zeigt eine repra¨sentative Aufnahme,
auf der CD90 rot, ITIH5 gru¨n und Zellkerne blau angefa¨rbt sind. Durch die
differenzielle Fa¨rbung der Antiko¨rper konnte so die Expression von ITIH5 in
den Fibroblasten visualisiert werden.
Abbildung 3.25: Immunfluoreszenz-Doppelfa¨rbung der ITIH5-Proteinexpression
in dermalen Fibroblasten. Die exemplarische fluoreszenzmikroskopische Aufnahme zeigt
die ITIH5-Expression (gru¨n) in dermalen Fibroblasten (rot). Blau: Zellkerne; Maßstabsbalken:
50 µm.
3.3.3 Analyse zur ITIH5-Proteinexpression in entzu¨nd-
lichen Hauterkrankungen
Scha¨tzungen zufolge existieren zwischen 2.000 bis 3.000 definierbare Krank-
heitsbilder der Haut, wobei chronisch entzu¨ndliche Hautkrankheiten dominie-
ren [55]. Wa¨hrend in anderen entzu¨ndlichen Erkrankungen des Organismus,
wie der Pankreatitis [116], Colitis [117] oder der Sepsis [118, 119], Mitglie-
dern der ITI-Moleku¨lfamilie eine Rolle als Akute-Phase-Proteine zugesprochen
wird [75], ist eine mo¨gliche Rolle in entzu¨ndlichen Hauterkrankungen bislang
nicht untersucht worden. Deshalb wurde in einem na¨chsten Schritt neben der
Proteinexpression von ITIH5 in gesunder Haut auch das Expressionsmuster in
entzu¨ndlichen Hauterkrankungen untersucht. Zu diesem Zweck wurde eine Stu-
die mit Patientenproben der drei prominentesten und ha¨ufigsten entzu¨ndlichen
Dermatosen zusammengestellt, denen histologisch gesicherte Befunde zugrun-
de lagen. Immunhistochemisch angefa¨rbt wurden dabei sieben Proben norma-
ler gesunder Haut, zwo¨lf Psoriasis-Proben, sechs Proben atopischer Dermati-
tis und sechs Proben allergischer Kontaktdermatitis (Abbildung 3.26A). Die
Entzu¨ndungsherde dieser Erkrankungen konzentrieren sich vornehmlich auf den
Bereich der Epidermis [161, 162]. In der normalen Haut war neben der Der-
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mis eine ma¨ßige Fa¨rbung fu¨r das ITIH5-Protein im Bereich der Basallamina zu
sehen. Dagegen zeigten die Proben der entzu¨ndlichen Erkrankungen eine domi-
nante ITIH5-Fa¨rbung in den suprabasalen Schichten der Epidermis. Daneben
war in der Dermis eine versta¨rkte Fa¨rbung im Bereich entzu¨ndlicher Infiltrate zu
beobachten. Insgesamt war somit eine deutliche Herauf-Regulation des ITIH5-
Proteins in den Gewebeproben der entzu¨ndlichen Hauterkrankungen sichtbar,
wobei sich die erho¨hte Expression auf die Epidermis als Entzu¨ndungsherd kon-
zentrierte. Die Beobachtungen wurden zusa¨tzlich durch eine semiquantitative
Analyse untermauert (Abbildung 3.26B). Dazu wurden alle Gewebeschnitte von
einer erfahrenden Dermatohistologin gesichtet und anhand der Anzahl ITIH5-
positiv angefa¨rbter Zellen ausgewertet. Die Proben der entzu¨ndlichen Derma-
tosen wiesen eine im Vergleich zur gesunden Haut jeweils signifikant herauf-
regulierte ITIH5-Proteinexpression auf.
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Abbildung 3.26: Immunhistochemische Studie zur ITIH5-Proteinexpression in
entzu¨ndlichen Hauterkrankungen. (A) Repra¨sentative Aufnahmen immunhistochemi-
scher Analysen der ITIH5-Expression in Proben von normaler Haut (n=7), Psoriasis (n=12),
atopischer Dermatitis (n=6) und allergischer Kontaktdermatitis (n=6). Quadrate: ver-
gro¨ßerter Ausschnitt; Maßstabsbalken: 200 µm. (B) Semiquantitative Auswertung der Ge-
webeschnitte. Dazu wurde die Anzahl aller ITIH5-positiver Zellen in den Gewebeschnitten
der normalen Haut und der einzelnen Erkrankungen ausgeza¨hlt. Dargestellt sind Mittelwerte.
**P<0,01; ***P<0,001; vertikale Linien: Standardabweichung.
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3.3.4 Die Untersuchung der ITIH5-Funktion in der Haut
anhand des ITIH5-Knockout-Mausmodells
Nach Detektion der ITIH5-Expression in der Haut und seiner Herauf-Regulation
in entzu¨ndlichen Hauterkrankungen stellte sich die Frage nach der biologischen
Funktion von ITIH5 in der Haut. Um diese Frage unter physiologischen Be-
dingungen zu untersuchen, wurden die Folgen der Deaktivierung des ITIH5 -
Gens in ITIH5-Knockout-Ma¨usen im Hinblick auf den Aufbau ihrer Haut unter-
sucht. Dazu wurden Gewebeschnitte der Ohrhaut von den Tieren auf histologi-
sche Auffa¨lligkeiten hin untersucht (Abbildung 3.27A). Die Haut von Wildtyp-
Ma¨usen (ITIH5+/+) zeigte eine normal ausgebildete Dermis und Epidermis mit
der deutlichen Stratifizierung in die Zellschichten Stratum basale, Stratum spi-
nosum, Stratum granulosum sowie Stratum corneum. Dagegen war die Haut der
ITIH5-Knockout-Ma¨use (ITIH5−/−) insgesamt du¨nner mit einem flacheren der-
malen und epidermalen Gewebe. Insbesondere die Epidermis zeigte markante
Auffa¨lligkeiten in Form einer verminderten Differenzierung und dem Fehlen des
Stratum corneum.
Zusa¨tzlich zur histologischen Begutachtung erfolgte die Bestimmung der
Hautdicke (Abbildung 3.27B). Hier zeigte sich, dass die Haut der ITIH5-Knock-
out-Ma¨use signifikant (P<0,05) du¨nner war als die Haut der Wildtyp-Kontrollen.
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Abbildung 3.27: Untersuchung der Haut von ITIH5-Knockout-Ma¨usen. (A)
Exemplarische H&E-Fa¨rbungen der Ohrhaut von Wildtyp-Ma¨usen (ITIH5+/+) und ITIH5-
Knockout-Ma¨usen (ITIH5−/−). Die Dicke der Haut wurde an mehreren Stellen vermessen
(schwarze Striche). Rechtecke: vergro¨ßerter Ausschnitt; Maßstabsbalken: 200 µm. (B) Grafi-
sche Darstellung des Unterschieds in der Dicke der Ohrhaut zwischen Wildtyp- und ITIH5-
Knockout-Ma¨usen. Bei zwei Ma¨usen pro Gruppe wurde die Ohrdicke jeweils an fu¨nf Stellen
vermessen. *P<0,05; vertikale Linien: Standardabweichung.
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3.3.5 Die Untersuchung der ITIH5-Funktion in der Haut
anhand muriner dreidimensionaler Hautmodelle
Neben der Analyse der Wirkung eines ITIH5-Verlustes auf die Haut in dem
in vivo System der ITIH5-Knockout-Maus wurde zusa¨tzlich ein murines dreidi-
mensionales Hautmodell als in vitro System etabliert. Hautmodelle ko¨nnen die
Morphologie und die Wachstumseigenschaften der natu¨rlichen Haut mit ihrem
zweischichtigen Aufbau in vitro nachahmen [163]. Durch spezielle Kultivierungs-
techniken ist dabei in vitro die Bildung eines Epidermis-A¨quivalents mo¨glich,
das in seinem Aufbau eine in vivo getreue Stratifizierung in das Stratum basale,
Stratum spinosum, Stratum granulosum sowie das Stratum corneum aufweist.
Das Grundgeru¨st des Hautmodells bildete eine Biomatrix, bestehend aus Typ 1-
Kollagen und murinen dermalen Fibroblasten. Die erfolgreiche Verwendung von
Kollagen-Gelen fu¨r den Aufbau von Hauta¨quivalenten konnte bereits in Stu-
dien gezeigt werden [164]. Nach dem Aussa¨en muriner Keratinozyten auf das
Kollagengel entstand nach vier Tagen submerser Kultivierung ein konfluenter
Zellrasen, der durch die Kultivierung an der Luft-Medium-Grenze fu¨r weitere
sieben Tage das mehrschichtige Epidermis-A¨quivalent ausbildete. Wegen ihrer
besseren Kultivierbarkeit wurden Keratinozyten aus Ma¨useembryonen verwen-
det, wohingegen die Fibroblasten aus adulten Tieren stammten, da embryonale
Fibroblasten das Zytokin LIF (Leuka¨mie-inhibierender Faktor) exprimieren, das
Keratinozyten nachweislich an der Differenzierung hindert [165, 166].
In Abbildung 3.28 sind exemplarische Querschnitte von Hautmodellen (n=2)
aus Zellen von Wildtyp- (ITIH5+/+) sowie ITIH5-Knockout-Ma¨usen (ITIH5−/−)
dargestellt. Die erfolgreich generierten Epidermis-A¨quivalente des Wildtyps zeig-
ten eine deutliche Stratifizierung in das Stratum basale, Stratum spinosum,
Stratum granulosum sowie das Stratum corneum. Erwartungsgema¨ß glich so-
mit das Epidermis-A¨quivalent aus Wildtyp-Zellen in seiner Morphologie der
natu¨rlichen Epidermis von Wildtyp-Ma¨usen. Im Vergleich zu dem Wildtyp-
Hautmodell zeigten die Epidermis-A¨quivalente der ITIH5-Knockout-Maus einen
du¨nneren und undifferenzierten Aufbau mit einem Fehlen des Stratum corneum.
Daru¨berhinaus wiesen einige Stellen der Epidermis-A¨quivalente eine Akantholy-
se auf. Hierbei handelt es sich um das Auflo¨sen des Zellverbandes der Keratino-
zyten. Quantitativ ausgewertet erwiesen sich die ITIH5-Knockout-Hautmodelle
gegenu¨ber den Wildtyp-Modellen als signifikant du¨nner (P<0,05) (Abbildung
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3.28B). Beide Modelle wurden zusa¨tzlich hinsichtlich ihrer ITIH5 -mRNA-Ex-
pression verifiziert (Abbildung 3.28C).
Abbildung 3.28: Die Untersuchung der ITIH5-Funktion in der Haut anhand mu-
riner dreidimensionaler Hautmodelle. (A) Repra¨sentative H&E-Fa¨rbungen der Quer-
schnitte von Hautmodellen aus Zellen von Wildtyp- (ITIH5+/+) oder ITIH5-Knockout-
Ma¨usen (ITIH5−/−). Die Dicke der Epidermis-A¨quivalente wurde an mehreren Stellen vermes-
sen (schwarze Striche). Rechtecke: vergro¨ßerter Ausschnitt; Maßstabsbalken: 200 µm. (B) Die
grafische Darstellung zeigt den Unterschied in der Dicke der Epidermis-A¨quivalente zwischen
den ITIH5+/+ und ITIH5−/− Hautmodellen. Die Dicke von zwei Epidermis-A¨quivalenten pro
Gruppe wurde an jeweils drei Stellen vermessen. *P<0,05; vertikale Linien: Standardabwei-
chung. (C) Vergleich der Real-Time PCR-basierten ITIH5 -mRNA-Expression in den unter-
suchten Hautmodellen aus Zellen von ITIH5+/+ oder ITIH5−/− Ma¨usen. **P<0,01; vertikale
Linien: Standardabweichung.
Insgesamt ist es somit erfolgreich gelungen dreidimensionale Hautmodelle
von ITIH5-Knockout-Ma¨usen und entsprechenden Wildtyp-Kontrollen zu gene-
rieren. Dabei wurden die pha¨notypischen Auffa¨lligkeiten, die bereits in der Haut
der ITIH5-Knockout-Ma¨use entdeckt wurden, auch in vitro beobachtet.
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3.3.6 Der Einfluss von ITIH5 auf die Vernetzung der
Hyaluronsa¨ure in murinen dreidimensionalen Haut-
modellen
Die Funktion der ITIH-Proteine leitet sich in der ECM hauptsa¨chlich u¨ber die
enge, kovalente Assoziation zur Hyaluronsa¨ure (HA) ab. Die Verknu¨pfung meh-
rerer HA-Moleku¨le fu¨hrt zu einer fibrillenartigen Vernetzung der HA-Strukturen,
den sogenannten cable-like structures [117] und mithin zu einem stabilisierenden
ECM-Geflecht [102, 105]. Wa¨hrend anderen Mitgliedern der ITIH-Proteinfamilie
eine zentrale Rolle in der Stabilisierung der HA-Strukturen zugesprochen wurde
[75], konnte dies fu¨r ITIH5 bislang nicht gezeigt werden.
In einem na¨chsten Schritt wurde deshalb mithilfe der murinen ITIH5-Knock-
out- sowie Wildtyp-Hautmodelle die Wirkung von ITIH5 auf die Struktur der
HA untersucht. Die HA ist ein natu¨rlicher Bestandteil des Bindegewebes der
Haut [55]. Zur Fa¨rbung des Bindegewebes wurde die Van-Gieson-Fa¨rbung ein-
gesetzt (Kapitel 2.18.5). Zusa¨tzlich wurde die HA in Paraffinschnitten der je-
weiligen Hautmodelle mithilfe eines biotinylierten Hyaluronsa¨ure-Bindeproteins
(HABP) angefa¨rbt (Abbildung 3.29). Mit beiden Fa¨rbemethoden waren in den
Wildtyp-Hautmodellen stark angefa¨rbte fibrillenartige Strukturen zu erkennen.
Diese Strukturen a¨hnelten den in der Literatur beschriebenen ECM-stabilisieren-
den cable-like structures [117]. Dagegen waren die Fa¨rbungen in den ITIH5-
Knockout-Hautmodellen schwa¨cher und wiesen ein diffuses Muster auf.
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Abbildung 3.29: Charakterisierung der Hyaluronsa¨ure-Strukturen in muri-
nen dreidimensionalen Hautmodellen von ITIH5-Knockout- sowie Wildtyp-
Ma¨usen. Die immunhistochemische Untersuchung der Hyaluronsa¨ure-Strukturen in Haut-
modellen von ITIH5-Knockout- sowie Wildtyp-Ma¨usen erfolgte mithilfe der Van-Gieson-
Fa¨rbung und eines Hyaluronsa¨ure-Bindeproteins (HABP). Dargestellt sind exemplarische
Aufnahmen der (a) Van-Gieson-Fa¨rbung und (b) Immunfluoreszenz-Fa¨rbung des Wildtyp-
Hautmodells sowie der (c) Van-Gieson-Fa¨rbung und (d) Immunfluoreszenz-Fa¨rbung des
ITIH5-Knockout-Hautmodells. Wa¨hrend in den Hautmodellen der Wildtyp-Ma¨use fibrillenar-
tige HA-Strukturen zu erkennen waren, zeigte sich in den ITIH5-Knockout-Hautmodellen ein
diffuses Muster. In b und d: gru¨n: HA; blau: Zellkerne; Maßstabsbalken: 100 µm.
3.3.7 Der Einfluss von ITIH5 im Kontakt-Hypersensiti-
vita¨ts-Mausmodell
Die im Zuge dieser Arbeit identifizierte signifikante Herauf-Regulation der ITIH5-
Proteinexpression in entzu¨ndlichen Hauterkrankungen (Kapitel 3.3.3) deute-
te auf eine fundamentale Rolle von ITIH5 in den entzu¨ndlichen Erkrankun-
gen hin. Um dies na¨her zu untersuchen, wurde die Wirkung von ITIH5 im
Mausmodell der allergischen Kontaktdermatitis, dem so genannten Kontakt-
Hypersensitivita¨ts-Modell (engl. contact hypersensitivity, CHS) analysiert (Ka-
pitel 2.21.9). Die allergische Kontaktdermatitis, auch Kontaktallergie genannt,
ist eine entzu¨ndliche Hauterkrankung, die durch das Immunsystem als Reaktion
auf niedermolekulare reaktive Chemikalien verursacht wird. Beim Erstkontakt
mit dem Kontaktallergen, der Sensibilisierung, kommt es zur Aktivierung von
Immunzellen. Kontaktallergene besitzen dabei die Eigenschaft sowohl das ange-
borene als auch das erworbene Immunsystem zu aktivieren [167]. Nach erneutem
Kontakt mit demselben Kontaktallergen kommt es dann zur Auslo¨sung der kli-
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nisch manifesten Kontaktallergie. Das CHS-Modell, das in den Ma¨usen genau
dieselben Prozesse auslo¨st wie beim humanen Krankheitsbild der Kontaktaller-
gie, basiert auf dem Maus-Ohrschwellungstest (engl. mouse ear swelling test,
MEST) [168, 92, 167]. Die Entzu¨ndungsreaktion der Kontaktallergie findet da-
bei in den Ohren der Tiere statt, die infolgedessen anschwellen. Die Intensita¨t
der Ohrschwellung dient somit als Messwert fu¨r die Immunantwort auf das Kon-
taktallergen. Interessant war dabei die Frage, inwieweit sich der Knockout des
ITIH5 -Gens im Tiermodell auf die Entzu¨ndungsreaktion auswirken wu¨rde.
Die Entzu¨ndungsreaktion in den ITIH5-Knockout-Ma¨usen wurde mit der in
Wildtyp-Ma¨usen verglichen. Die Sensibilisierung und Auslo¨sung der Kontaktall-
ergie erfolgte mit dem Kontaktallergen TNCB (2,4,6-Trinitrochlorbenzol). Als
Kontrolle diente jeweils die Behandlung mit dem TNCB-Lo¨sungsmittel Ace-
ton. Zur Auswertung wurden die Ohrdicken der Ma¨use unmittelbar vor sowie
24 Stunden nach der Auslo¨sung der Kontaktallergie gemessen, womit nur die
Zunahme der Ohrdicke als Messwert diente. Abbildung 3.30 stellt die Ergebnis-
se des Kontakt-Hypersensitivita¨ts-Modells dar. Einen Tag nach Auslo¨sung der
Kontaktallergie zeigten die Kontaktallergen-behandelten Wildtyp-Ma¨use eine
mittlere Zunahme der Ohrdicke um ca. 160 µm. Im Vergleich zur ihren Aceton-
Kontrollen (14 µm) war die Zunahme der Ohrdicke hochsignifikant (P<0,01).
Im Gegensatz dazu wiesen die Kontaktallergen-behandelten ITIH5-Knockout-
Ma¨use im Mittel nur eine Ohrdickenzunahme von 74 µm auf. Diese war ge-
genu¨ber ihren Aceton-Kontrollen (20 µm) nicht signifikant. Die Zunahme der
Ohrdicken in den Aceton-Kontrollen lag in einem erwarteten Bereich, da Aceton
eine leichte Reizung der Ohren hervorruft [167].
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Abbildung 3.30: Der Einfluss von ITIH5 auf die Entzu¨ndungsreaktion im Kontakt-
Hypersensitivita¨ts-Modell. Die grafische Darstellung zeigt Unterschiede in der Zunahme
der Ohrdicke nach Auslo¨sung der Kontaktallergie in Wildtyp- und ITIH5-Knockout-Ma¨usen.
Verglichen wurden acht Wochen alte weibliche ITIH5-Knockout- und Wildtyp-Ma¨use, die je
Gruppe mit dem Kontaktallergen TNCB (n=5) oder seinem Lo¨sungsmittel Aceton (n=5) be-
handelt wurden. Die Ohrdicken wurden unmittelbar vor und 24 Stunden nach der Auslo¨sung
der Kontaktallergie gemessen. Die Zunahme der Ohrdicke diente als Maß fu¨r die Sta¨rke der
Entzu¨ndungsreaktion in den Ohren. Angegeben sind die Mittelwerte jeder Gruppe in µm.
TNCB = 2,4,6-Trinitrochlorbenzol; **P<0,01; n.s.: nicht signifikant; vertikale Linien: Stan-
dardabweichung.
Zusammenfassend wurde in diesem experimentellen Abschnitt erstmalig die
Expression der Inter-α-Trypsin Inhibitor Heavy Chains in der humanen Haut
mithilfe einer Chip-basierten Genexpressionsanalyse untersucht. Dabei zeigte
sich, dass ITIH5 das am sta¨rksten exprimierte Mitglied dieser Proteinfamilie in
der Haut ist. Weiterfu¨hrende Expressionsanalysen deuteten auf die dermalen Fi-
broblasten als Hauptsyntheseort von ITIH5 in der Haut hin. In einem na¨chsten
Schritt wurde die ITIH5-Expression in entzu¨ndlichen Hauterkrankungen unter-
sucht, wobei sich eine Herauf-Regulation von ITIH5 in den entzu¨ndlichen Der-
matosen zeigte. Im Tiermodell der Kontakt-Hypersensitivita¨t stellte sich heraus,
dass ITIH5 fu¨r die Ausbildung einer Entzu¨ndungsreaktion in der Haut elementar
ist. Um das Wirkungsspektrum von ITIH5 in der Haut genauer zu erforschen,
wurde sein Einfluss auf den Aufbau der Haut im ITIH5-Knockout-Mausmodell
untersucht. Hierbei fu¨hrte der funktionelle Verlust von ITIH5 zu Sto¨rungen in
der Differenzierung der Epidermis, die weiterfu¨hrend auch in erfolgreich gene-
rierten in vitro Hautmodellen zu beobachten waren. Mithilfe dieser Hautmodelle
konnte nachfolgend erstmalig eine scheinbar stabilisierende Wirkung von ITIH5
auf die HA-Strukturen in der Haut gezeigt werden.
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Kapitel 4
Diskussion
4.1 Die Charakterisierung von ITIH5 im hu-
manen Mammakarzinom
Krebserkrankungen stellen nach Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems die
zweitha¨ufigste Todesursache dar und werden in absehbarer Zeit an der Spit-
ze der Mortalita¨tsursachen stehen [2]. Bei Frauen ist das Mammakarzinom
die ha¨ufigste Krebsneuerkrankung und trotz verbesserter Behandlungs- sowie
Fru¨herkennungsmethoden ist es zudem die ha¨ufigste Krebstodesursache [3]. Neue
Forschungsdaten zeigen, dass Brustkrebs auf sehr heterogenen molekularen Ur-
sachen beruhen kann [169]. Dabei wird unter anderem ein bedeutender Einfluss
der extrazellula¨ren Matrix (ECM) in der Krebsentstehung diskutiert [170]. Im
Verlauf der malignen Progression wird die ECM von Krebszellen invadiert und
degradiert [24]. In diesem Kontext konnte bedingt durch Vera¨nderungen in ihrer
Organisation ein Einfluss der ECM auf die Zellmorphologie sowie die Gewebear-
chitektur gezeigt werden, der zur Tumorprogression beitra¨gt [69, 171, 172, 173].
Zugrunde liegen dabei Interaktionen der ECM mit Oberfla¨chenrezeptoren der
Zelle [174], die intrazellula¨re Signalwege manipulieren ko¨nnen [175] und so auf
die Zellzyklusregulierung einwirken [68]. Demgegenu¨ber wird einer Stabilisierung
der ECM-Strukturen ein repremierender Einfluß auf die maligne Tumorprogres-
sion zugesprochen [75]. Hier kommt der Moleku¨lfamilie der Inter-α-Trypsin In-
hibitor Heavy Chains (ITIHs) eine besondere Rolle zu. Diesen Proteinen konnte
eine Bindungsfa¨higkeit an die Hyaluronsa¨ure (HA) und damit einhergehend eine
Stabilisierung der ECM zugeschrieben werden [75]. Fu¨r einige Mitglieder die-
ser Proteinfamilie konnte diesbezu¨glich bereits ein suppressiver Effekt auf die
Tumorprogression in verschiedenen Geweben gezeigt werden [109, 122, 75].
Im Laufe des letzten Jahrzehnts hat sich eine evidente Rolle von ITIH5 in der
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Repression des Mammakarzinoms abgezeichnet [133, 107]. Eine Studie belegte,
dass die Expression von ITIH5 in ca. 42% aller Mammakarzinome verloren geht,
was zusa¨tzlich mit einem verku¨rzten Rezidiv-freien und Gesamtu¨berleben der
Patientinnen verbunden ist [134]. In dieser Arbeit sollte dem hypothetischen
Ansatz nachgegangen werden, dass ITIH5 einen suppressiven Einfluss auf die
maligne Progression des Mammakarzinoms haben ko¨nnte. Zu diesem Zweck galt
es, eine umfassende funktionelle Charakterisierung der tumorsuppressiven Wir-
kung von ITIH5 anhand definierter in vitro und in vivo Mammakarzinommodelle
durchzufu¨hren. In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurden bereits Analysen an
Mammakarzinommodellen des basalen Subtyps durchgefu¨hrt [140, 176], welche
in dieser Arbeit erga¨nzt und um Studien mit dem luminalen Subtyp erweitert
wurden.
Zur Generierung ada¨quater in vitro Tumormodelle mussten zuna¨chst ge-
eignete Rezipienten fu¨r die stabile Transfektion des ITIH5-Vektors gefunden
werden. Fu¨r das humane Mammakarzinom sind heutzutage u¨ber 100 Zelllinien
etabliert, die sich in ihren funktionellen Eigenschaften unterscheiden [177]. Dabei
werden die Brustkrebszelllinien aufgrund unterschiedlicher Genexpressionsmus-
ter, z.B. des O¨strogenrezeptors-α oder des EGF-Rezeptors in die zwei Subgrup-
pen luminal und basal unterteilt [178]. Um den Einfluss von ITIH5 auf Mitglieder
beider Gruppen zu untersuchen, fiel die Auswahl auf die luminale MCF7- und die
basale BT-549-Brustkrebszelllinie. In Vorversuchen konnte eine Methylierung
des ITIH5-Promotors und ein Verlust der ITIH5 -mRNA-Expression in beiden
Zelllinien detektiert werden [151] - eine Grundvoraussetzung fu¨r die Reexpres-
sion. MCF7 (Michigan Cancer Foundation 7) wurde 1970 aus dem amputierten
Brustgewebe einer 69-ja¨hrigen kaukasischen Frau angelegt [179]. Histologisch
entspricht die Zelllinie einem Adenokarzinom und ist molekulargenetisch der
Subgruppe des luminalen Mammakarzinoms zuzuordnen. Charakteristisch fu¨r
diese Brustkrebszelllinie ist ihre O¨strogen- und Progesteronrezeptor-Positivita¨t
sowie eine schwache Expression des HER2/Neu-Rezeptors [180], welche mit ei-
nem nicht-invasiven Pha¨notyp einhergeht [152]. Die Brustkrebszelllinie BT-549
wird molekulargenetisch dem basalen Subtypen zugeordnet, der sich durch das
Fehlen des O¨strogen-, Progesteron- sowie des HER2/Neu-Rezeptors auszeichnet
[178]. Bei Tumoren ist dieser Subtyp mit einem schlechten prognostischen Ver-
lauf der Krankheit assoziiert [152]. Urspru¨nglich wurde diese Zelllinie 1978 aus
dem duktalen Karzinom einer 72 Jahre alten kaukasischen Frau isoliert [181].
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Beide Brustkrebszelllinien boten somit optimale Voraussetzungen fu¨r die Gene-
rierung der gain-of-function Mammakarzinommodelle, die erfolgreich etabliert
werden konnten. Einzelklone beider Zelllinien zeigten sowohl auf mRNA- als
auch auf Protein-Ebene eine forcierte ITIH5-Reexpression und ermo¨glichten da-
mit die Untersuchung von ITIH5 im Hinblick auf tumorassoziierte Eigenschaften
in ausgewa¨hlten Zellkulturexperimenten. Im Fokus der Analysen hinsichtlich ei-
ner ITIH5-Wirkung standen dabei nach einem Modell von Hanahan und Wein-
berg grundlegende Eigenschaften, welche fu¨r das U¨berleben, Wachstum und die
Verbreitung der Tumorzellen essenziell sind [25].
Als fru¨hes und zugleich zentrales Ereignis der Tumorgenese wird der Ver-
lust der Zellzykluskontrolle angesehen, welcher ha¨ufig in einer gesteigerten und
ungehinderten Proliferation der Zellen resultiert [25]. Die Wirkung einer ekto-
pischen ITIH5-Expression in den Brustkrebszellen des luminalen und basalen
Subtyps wurde zuna¨chst im Hinblick auf diese fundamentale Eigenschaft unter-
sucht. Sowohl ITIH5-exprimierende MCF7- als auch BT-549-Zellen zeigten eine
hochsignifikante Wachstumsminderung um 24% bzw. 20% gegenu¨ber den korres-
pondierenden ITIH5-defizienten Brustkrebszellen. Der Einfluss von ITIH5 auf
das Koloniebildungsvermo¨gen beider Mammakarzinomzelllinien zeigte ebenfalls
einen suppressiven Charakter. Hierbei konnte durch die forcierte Reexpression
von ITIH5 in beiden Brustkrebszelllinien ein hochsignifikant vermindertes Kolo-
nienwachtum um 60% bzw. 33% detektiert werden. Diese Beobachtungen stim-
men mit Forschungsdaten u¨berein, die eine suppressive Wirkung von ITIH5 auf
das Wachstumsvermo¨gen anderer basaler Mammakarzinommodelle [140, 176] so-
wie auf das Koloniebildungsvermo¨gen einer Harnblasenkarzinom-Zelllinie zeigen
[135]. Die proliferationshemmende Eigenschaft von ITIH5 als putativer Tumor-
suppressor steht damit im Einklang zu anderen bedeutenden Tumorsuppressor-
genen wie CDKN2A und TP53, deren Expressionsverlust mit einer unkontrol-
lierten Proliferationssteigerung von Tumorzellen assoziiert ist [182, 183].
Eine mo¨gliche Interaktion von ITIH5 mit Komponenten der ECM, wie sie
bereits fu¨r andere Mitglieder der ITIH-Familie beschrieben wurde [122, 75, 117],
ließ einen Einfluss von ITIH5 auf adha¨sive Eigenschaften der Krebszellen ver-
muten. Aus diesem Grund wurde in einem weiteren Schritt der Einfluss von
ITIH5 auf die Zell-Matrix-Adha¨sion, als weitere fundamentale Eigenschaft von
Krebszellen [25, 184], analysiert. Die ECM, die im Verlauf der malignen Pro-
gression abgebaut wird, besitzt als Hauptkompartiment die Basalmembran [24].
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Zur Nachahmung einer in vivo getreuen Basalmembran wurde in den Zellkultur-
experimenten MatrigelTM verwendet, das aus Komponenten wie Laminin sowie
Kollagen IV besteht und einen hohen Anteil extrazellula¨rer Matrixproteine auf-
weist [185]. In beiden generierten Brustkrebsmodellen konnte ein Einfluss von
ITIH5 auf das Zell-Matrix-Adha¨sionsverhalten der Zellen festgestellt werden.
Dabei wiesen die ITIH5-exprimierenden MCF7-Zellen eine um 13% sowie die
BT-549-Zellen eine um 46% gesteigerte Adha¨sionsfa¨higkeit gegenu¨ber den jewei-
ligen ITIH5-defizienten Zellen auf. Demzufolge untermauern die hier gezeigten
Effekte eine ECM-Assoziation des ITIH5-Moleku¨ls. Zuvor konnte bereits die In-
teraktion anderer Mitglieder der ITIH-Proteinfamilie zur ECM gezeigt werden.
So fu¨hrte eine U¨berexpression von ITIH1 und ITIH3 in Lungenkrebs-Zellen zu
einer Adha¨sionssteigerung [122], wa¨hrend ITIH2 diesen Effekt in einem Hirntu-
mormodell aufwies [132]. Beide Studien belegen eine Assoziation zwischen der
U¨berexpression von ITIH-Proteinen und tumorsuppressiven Eigenschaften, wel-
che im Einklang mit den in dieser Arbeit gesammelten Daten zu ITIH5 steht.
Dabei ist zu beachten, dass neben der bekannten Bindung der ITIH-Moleku¨le
an die Hyaluronsa¨ure [75] auch andere Moleku¨le der ECM, wie das Vitronek-
tin, als potenzielle Interaktionspartner der schweren Ketten in Frage kommen
ko¨nnen [186]. Von Relevanz ko¨nnte dabei die von Willebrand type-A (vWA)-
Doma¨ne der ITIH-Proteine sein, welche ebenfalls in vielen Zelladha¨sions- so-
wie ECM-Moleku¨len vorzufinden ist [187]. Die vWA-Doma¨ne besitzt das Po-
tenzial Integrine, Kollagen, Proteoglykane und Heparin zu binden [108], alle-
samt Proteine, aus denen das in dieser Studie verwendete MatrigelTM besteht
[188]. In diesem Zusammenhang kann spekuliert werden, dass die gesteigerte
Adha¨sionsfa¨higkeit der MCF7- sowie BT-549-Brustkrebszellen an MatrigelTM
nach ITIH5-Reexpression durch die in ITIH5 konservierte vWA-Doma¨ne modu-
liert sein ko¨nnte.
Gesteigerte motile Fa¨higkeiten gelten als weitere zentrale Eigenschaft mali-
gner Krebszellen [25, 26]. In einem na¨chsten Schritt fokussierten sich funktionel-
le Untersuchungen auf die motilen Fa¨higkeiten der beiden analysierten Brust-
krebszelllinien nach ITIH5-Reexpression. Dabei zeigte sich, dass eine ektopische
ITIH5-Expression weder in der luminalen Mammakarzinomzelllinie MCF7 noch
in der basalen Mammakarzinomzelllinie BT-549 Auswirkungen auf die motilen
Eigenschaften der Zellen hatte. Dies steht im Gegensatz zu Daten, die eine re-
duzierte Motilita¨t nach ITIH5-Reexpression in Brustkrebszellen [140] sowie in
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Harnblasenkarzinomzellen [135] aufweisen. Die Heterogenita¨t der jeweils unter-
suchten Zelllinien, die auf einem differenziellen molekularen Hintergrund beruht,
ko¨nnte hierbei eine Begru¨ndung liefern.
Ein wesentliches Merkmal maligner Tumoren ist zusa¨tzlich zu den bisher
erwa¨hnten Eigenschaften der Ausfall oder die Sto¨rung der Moleku¨le und Signal-
wege, die den Zelltod (Apoptose) kontrollieren [2]. Fu¨r die Entwicklung und die
normale Funktion des Organismus ist die Apoptose ein unerla¨sslicher Vorgang
[189]. Dabei spielt neben der Kontrolle der Zellzahl und Gro¨ße von Geweben so-
wie deren Verju¨ngung auch die Selektion und Eliminierungen entarteter oder po-
tenziell scha¨dlicher Zellen eine fundamentale Rolle bei der Apoptose [190]. Dem-
zufolge zeichnen sich Tumorzellen durch Mechanismen der Apoptoseresistenz
aus [191], wobei eine geringere Sensibilita¨t gegenu¨ber pro-apoptotischen Prozes-
sen ha¨ufig im Vodergrund steht [25]. Zur Berurteilung des Einflusses von ITIH5
auf die Apoptoserate der beiden generierten Mammakarzinommodelle wurde
die Effektivita¨t der Effektor-Caspasen 3 und 7 ermittelt. Caspasen fungieren als
proteolytisch wirkende Enzyme und spielen bei der Apoptose eine zentrale Rol-
le [192]. Dabei sind sie mitverantwortlich fu¨r die Kondensation des Chromatins
und die Fragmentierung der DNA [193, 194]. Nach Stimulation der Apoptose
durch das Alkaloid Staurosporin [195] war sowohl in den MCF7 als auch in
den BT-549 ITIH5-exprimierenden Zellen eine hochsignifikante Steigerung der
Apoptoserate um 62% bzw. 179% zu verzeichnen. Dies deutet darauf hin, dass
die ITIH5-Reexpression in den Brustkrebszellen zu einer deutlich versta¨rkten
Sensibilisierung gegenu¨ber der Apoptose fu¨hrte. Obgleich eine direkte Interakti-
on der ITIH-Moleku¨le in den Prozessen der Apoptoseresistenz bislang nicht be-
schrieben wurde, deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin und bedu¨rfen
zur Entschlu¨sselung weiterfu¨hrender Analysen. Ein mo¨glicher Ansatz ko¨nnte
dabei die postulierte Bindung von ITIH-Proteinen an die HA darstellen [75].
In diesem Kontext implizieren Studien eine auf der Vernetzung der HA durch
ITIHs basierende gesteigerter Affinita¨t von CD44 zur HA [129]. CD44 geho¨rt
zur Familie der hyaluronsa¨urebindenden Hyaladherine und steht im Verdacht
das Apoptoseverhalten von Tumorzellen zu fo¨rdern, indem es unterschiedliche
intrazellula¨re Signalwege, wie z.B. die PI3 Kinase/AKT-Signalwegskaskade, sti-
muliert [81].
Neben der funktionellen Charakterisierung einer endogenen Reexpression
von ITIH5 in Brustkrebszellen sollte im Rahmen dieser Arbeit zusa¨tzlich un-
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tersucht werden, inwieweit das rekombinante ITIH5-Protein die Wachstums-
eigenschaften luminaler sowie basaler Mammakarzinomzellen beeinflusst. Zur
Durchfu¨hrung der Experimente wurde ein rekombinantes Protein hergestellt,
das die Aminosa¨uren 1-680 des kompletten, 942 Aminosa¨uren großen ITIH5-
Proteins entha¨lt. Das ITIH5-Protein besitzt im Bereich der Aminosa¨ureposition
680 eine Spaltstelle fu¨r Endopeptidasen, die auch in anderen Mitgliedern der
ITIH-Proteinfamilie konserviert vorliegt [111]. Analog zu den schweren Ket-
ten 1 bis 3 [107] entsteht bei ITIH5 vermutlich durch die Spaltung ein N-
terminales sezerniertes Protein. Das C-terminale Fragment, dessen Funktion
unbekannt ist, verbleibt demnach im Zytoplasma [75]. Aufgrund dessen lag
die Vermutung nahe, dass die wachstumsinhibitorischen Fa¨higkeiten von ITIH5
im N-terminalen Protein-Fragment liegen. Mo¨gliche Kandidaten wa¨ren dabei
zwei distinkte Doma¨nen, die evolutiona¨r hochkonserviert vorliegen [103]: die
ITIH-Moleku¨l-typische vault protein inter-α-trypsin- (VIT)- sowie die von Wil-
lebrand Typ-A- (vWA)-Doma¨ne. Wa¨hrend die Funktion der VIT-Doma¨ne noch
unbekannt ist, vermittelt die vWA-Doma¨ne anderen bekannten ECM-Proteinen
adha¨sive Zellfunktionen und scheint in der Protein-Protein Wechselwirkung in-
volviert zu sein [196]. In dieser Arbeit konnte eine Wachstumshemmung lumina-
ler und basaler Brustkrebszellen durch die Behandlung mit dem N-terminalen
rekombinanten ITIH5-Protein gezeigt werden. Dazu ist unla¨ngst bekannt, dass
exogene Faktoren u¨ber Oberfla¨chenrezeptoren und die damit assoziierten Si-
gnalwege einen Einfluss auf das Verhalten von Zellen haben ko¨nnen [197]. Inter-
essanterweise konnte bei stabil transfizierten Brustkrebszellen, die unter einer
forcierten ITIH5-Expression proliferationsinhibitorische Effekte aufwiesen, sowie
benignen Brustzellen die Behandlung mit dem rekombinanten Protein keine Ef-
fekte bewirken. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass das rekombinante exogen
wirkende ITIH5-Protein u¨ber dieselben Signalwege wirken ko¨nnte, wie das endo-
gen exprimierte ITIH5-Protein. Das rekombinante ITIH5-Protein scheint dabei
in parakriner Weise zu wirken. Zur Bestimmung der genauen Wirkweise des re-
kombinanten ITIH5-Proteins sind jedoch weiterfu¨hrende Analysen notwendig.
In diesem Zusammenhang wa¨re ein Einsatz des rekombinanten ITIH5-Proteins
aufgrund seiner tumorsuppressiven Wirkung als Medikament wu¨nschenswert.
Ein 680 Aminosa¨uren großes Protein ist jedoch in seiner Eignung als mo¨gliches
Therapeutikum sehr begrenzt, da entsprechend große Protein-Fragmente einer
schwierigen Handhabung und einem schnellen Abbau im Blutsystem unterliegen.
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Lohnenswert wa¨re hierbei die Identifizierung des fu¨r die wachstumsinhibieren-
den Eigenschaften verantwortlichen Fragments, als kleinerer Teil des komplet-
ten rekombinanten N-terminalen ITIH5-Proteins. In weiterfu¨hrenden Analysen
ko¨nnten u¨ber entsprechende Klonierungsstrategien hergestellte Teil-Fragmente
hierzu getestet werden.
Die funktionellen in vitro Analysen lieferten distinkte Hinweise auf eine fun-
damentale Rolle von ITIH5 als mo¨glicher Suppressor der Tumorprogression.
In einem na¨chsten Schritt sollten die wachstumshemmenden Eigenschaften von
ITIH5 auf humane Brustkrebszellen unter physiologischen Bedingungen anhand
eines in vivo Tumorgenesemodells untersucht werden. Dazu wurden mit ITIH5
stabil transfizierte MDA-MB-231-Mammakarzinomzellen des basalen Subtyps
und entsprechende ITIH5-defiziente Zellkontrollen, die in Vorarbeiten der Ar-
beitsgruppe generiert wurden [140], orthotop in das mammila¨re Fettgewebe
immunsupprimierter Balb/c Nacktma¨use injiziert. Bedingt durch das Fehlen
des Thymus findet bei der Xenotransplantation, d.h. der U¨bertragung lebens-
und funktionsfa¨higer Zellen zwischen zwei Spezies, keine Abstoßungsreaktion
im Ko¨rper dieser Tiere statt [198]. Daher sind sie als Wirt fu¨r Untersuchungen
zum onkogenen Potenzial humaner Zelllinien pra¨destiniert [199]. Die ITIH5-
exprimierenden MDA-MB-231-Brustkrebszellen wiesen im Vergleich zu ITIH5-
defizienten Kontrollzellen ein deutlich langsameres Tumorwachstum u¨ber einen
Zeitraum von 32 Tagen auf. Diese Beobachtungen besta¨tigten damit die wachs-
tumshemmenden Eigenschaften der ektopischen ITIH5-Expression in MDA-MB-
231-Zellen, die bereits in funktionellen in vitro Experimenten gemacht wurden
[140]. Zusa¨tzlich zeigten Ganzko¨rper-µCT sowie immunhistochemische Ana-
lysen, dass die Tumoren der ITIH5-reexprimierenden Brustkrebszellen neben
ihrem geringeren Volumen eine verminderte Angiogenese aufwiesen. Die An-
giogenese bezeichnet das Wachstum von Blutgefa¨ßen durch Sprossungs- oder
Spaltungsvorga¨nge bereits vorgebildeter Blutgefa¨ße [200]. Tumoren beno¨tigen
fu¨r ihr Wachstum eine ausreichende Versorgung mit Sauerstoff und Na¨hrstoffen
[201]. Dazu besitzen Tumorzellen die Fa¨higkeit angiogene Faktoren zu bilden,
die ein Aussprossen neuer Blutgefa¨ße und eine Anbindung dieser an den Tu-
mor forcieren [202]. Wa¨hrend angiogenen Faktoren, wie dem vascular endothe-
lial growth factor (VEGF), eine bedeutende Rolle in der Fo¨rderung der An-
giogenese zugesprochen wird [203], zeigen antiangiogene Faktoren wie Angio-
statin und Endostetin eine hemmende Wirkung auf die Angiogenese [204]. Die
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in dieser Arbeit gezeigten Daten weisen auf eine verminderte Angiogenese in
den ITIH5-exprimierenden Tumoren hin. Dabei konnte nicht gekla¨rt werden,
ob die reduzierte Tumorgro¨ße die verminderte Angiogenese bedingte oder ob
ITIH5 womo¨glich als antiangiogener Faktor wirken ko¨nnte. Spekuliert werden
kann hierbei u¨ber den Einfluss einer ITIH5-bedingten Stabilisierung der ex-
trazellula¨ren HA-Strukturen auf die Angiogenese. In diesem Zusammenhang
konnte ku¨rzlich gezeigt werden, dass niedermolekulare HA-Fragmente zu einer
Induzierung angiogener Prozesse fu¨hren [205]. Letztendlich mu¨ssen jedoch wei-
terfu¨hrende Versuche eine mo¨gliche Wirkung der ITIH5-Expression auf die An-
giogenese kla¨ren.
Schlussfolgernd ist es im Rahmen dieser Arbeit gelungen zwei Mammakar-
zinommodelle zu generieren, die ITIH5 reexprimieren. Dabei konnte sowohl
in Brustkrebzellen des luminalen als auch des basalen Subtyps ein Einfluss
von ITIH5 auf die Proliferation, Koloniebildung, Zell-Matrix-Adha¨sion sowie
die Apoptose aufgezeigt werden. Studien mit einem rekombinant hergestellten
ITIH5-Protein zeigten zudem, dass die Behandlung von Brustkrebszellen mit
diesem a¨hnliche wachstumshemmende Eigenschaften hervorruft, wie die endoge-
ne Reexpression von ITIH5 in den Zellen. Weitere Analysen mu¨ssen kla¨ren, wel-
che Fragmente des rekombinanten ITIH5-Proteins fu¨r die Wirkungen ursa¨chlich
sind. Abschließend untermauerte ein erfolgreicher Transfer der in vitro Daten
auf ein in vivo Tumormodell die wachstumsinhibierende Wirkung von ITIH5
auf Tumorzellen unter physiologischen Bedingungen. Somit konnte in dieser Ar-
beit ITIH5 als potenzieller Suppressor der Tumorgenese anhand funktioneller in
vitro sowie in vivo Analysen weiterfu¨hrend charakterisiert werden.
4.2 Die Charakterisierung von ITIH5 anhand
eines Knockout-Mausmodells
Die Technologie des Gen-Knockouts in Mausmodellen fu¨hrt zum Funktionsver-
lust des jeweiligen Gens (loss-of-function) und ist heute der
”
Gold-Standard“
in der Funktionsanalyse von Genen [159]. Der Vorteil an dieser Methode ist,
dass die Funktionen des Gens basierend auf den Auswirkungen seines Verlus-
tes umfassend in den komplexen Mechanismen des Ko¨rpers untersucht wer-
den ko¨nnen [206]. Durch eine genetische U¨bereinstimmung von 98% eignen sich
Ma¨use als ideale Modellsysteme zur Untersuchung physiologischer Prozesse des
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menschlichen Ko¨rpers [207]. Die funktionelle Inaktivierung von Tumorsuppres-
sorgenen ist an der Entstehung maligner Erkrankungen beteiligt. Vorrausset-
zung fu¨r den vollsta¨ndigen Verlust eines Tumorsuppressorgens ist nach der Two-
Hit Theorie eine Mutation auf demselben Genlocus beider Allele [32]. Erbliche
Pra¨dispositionen fu¨r Tumorerkrankungen gehen meist mit der Vererbung eines
mutierten Allels einher, wa¨hrend das zweite Allel noch intakt ist [24]. Basierend
auf der Annahme, dass es sich bei ITIH5 um ein putatives Tumorsuppressorgen
handelt, war somit fu¨r seinen vollsta¨ndigen Funktionsverlust ein Ausschalten
beider Allele vonno¨ten. Fu¨r viele bekannte Tumorsuppressorgene wie z.B. TP53
oder BRCA1 und BRCA2 wurden bereits Knockout-Mausmodelle generiert,
die fu¨r die Analyse der Gene bedeutend waren [208]. Bisher hat es jedoch kei-
nen Ansatz gegeben, die Wirkung des Funktionsverlustes von ITIH5 in einem
Knockout-Mausmodell zu untersuchen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde erst-
malig ein Knockout-Mausmodell des ITIH5 -Gens generiert. Dabei konnte der
Verlust von ITIH5 auf DNA-, mRNA- und Protein-Ebene besta¨tigt werden. Die
genetische Manipulation von Ma¨usen kann zu unerwarteten Folgen fu¨hren, die
den Aufbau einer Zucht erschweren. So fu¨hrte die Herstellung erster Knockout-
Mausmodelle des BRCA2 -Gens zu einem Absterben der Embryonen [209] oder
zur Infertilita¨t der Tiere [210]. Im Kontrast dazu hatte der ITIH5-Knockout in
den Ma¨usen keine negativen Folgen auf die Vitalita¨t und Fertilia¨t der Tiere,
was den erfolgreichen Aufbau einer Zucht ermo¨glichte. Dabei zeigte sich eine
Vererbung des Knockout-Allels getreu den mendelschen Regeln. Zur Erzeugung
einer genetisch homogenen Population wurde in konsequenter Bruder-Schwester-
Verpaarung gezu¨chtet. Damit kann davon ausgegangen werden, dass etwaige
Auffa¨lligkeiten ausschließlich auf dem Verlust von ITIH5 beruhen.
Zuna¨chst konzentrierten sich die Analysen auf pha¨notypische Auffa¨lligkeiten
der ITIH5-Knockout-Ma¨use. Dabei konnten wa¨hrend des Zeitraums der Un-
tersuchungen keine signifikanten Auffa¨lligkeiten im a¨ußerlichen Pha¨notyp, den
inneren Organen sowie Verhaltensauffa¨lligkeiten bei den Tieren beobachtet wer-
den. Somit scheint der Verlust von ITIH5 zuna¨chst keinen grundlegenden Ein-
fluss auf die Homo¨ostase des Tierorganismus zu haben. In Anbetracht der bis-
lang bekannten Funktion einer tumorprogressiven Wirkung durch den Verlust
von ITIH-Moleku¨len [122, 75], fu¨hrte die Inaktivierung von ITIH5 zu keiner
spontanen Tumorbildung in den Knockout-Tieren. Dies ist im Einklang zu Ana-
lysen von Knockout-Mausmodellen anderer bedeutender humaner Tumorsup-
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pressorgene, wie BRCA1 und BRCA2, bei denen in den Knockout-Tieren eben-
falls keine spontane Tumorbildung beobachtet werden konnte [208]. Mo¨gliche
Gru¨nde sind dabei Unterschiede zwischen den Spezies Mensch und Maus in Si-
gnalwegen, die das Zellwachstum regulieren [211] sowie die kurze Lebensdauer
der Ma¨use, die fu¨r die Ausbildung von Tumoren nicht ausreichend sein kann
[208]. Ferner ist bekannt, dass fu¨r die Entstehung von Tumoren insbesondere
genetische Vera¨nderungen brisant sind, die zur Gruppe der sogenannten Dri-
ver -Mutationen za¨hlen [24]. Beim Fehlen solcher Initiatoren (engl. driver) kann
von keiner spontanen Tumorbildung ausgegangen werden.
Gewichtsanalysen zeigten, dass homozygote ITIH5-Knockout-Ma¨use im Al-
ter von vier bis 22 Wochen gegenu¨ber reinerbigen Wildtyp-Tieren ein tendenzi-
ell verringertes Ko¨rpergewicht aufwiesen. Ku¨rzlich erschienene Forschungsdaten
zeigen eine markante Expression von ITIH5 in Fettgewebe und deuten auf eine
mo¨gliche Rolle von ITIH5 als Adipokin hin [138]. Dementsprechend ko¨nnte der
Verlust von ITIH5 in den Knockout-Ma¨usen einen Einfluss auf den Fettstoff-
wechsel der Tiere haben und somit ursa¨chlich fu¨r die pha¨notypischen Beobach-
tungen sein.
Desweiteren wurden Blut- und Serumanalysen durchgefu¨hrt, wobei zwischen
weiblichen und ma¨nnlichen Tieren unterschieden wurde. Da das Blutbild durch
Alter, Tra¨chtigkeit, Umgebungsformen und die Art der Blutentnahme beein-
flusst wird [212], wurde auf eine Standardisierung dieser Parameter geachtet.
Die ITIH5-Knockout-Ma¨use zeigten zum Teil signifikant unterschiedliche Werte
gegenu¨ber den Wildtyp-Kontrollen. So wiesen weibliche ITIH5-Knockout-Ma¨use
signifikant erho¨hte Werte an Gesamteiweiß, Triglyceriden, Harnstoff, Natrium,
Chlorid und Thrombozyten sowie einen signifikant erniedrigten Wert an MCV
auf. Ma¨nnliche ITIH5-Knockout-Ma¨use zeigten signifikant erho¨hte Werte fu¨r die
alkalische Phosphatase, Erythrozyten und den Ha¨matokrit sowie einen signifi-
kant erniedrigten Wert fu¨r MCH. Die Heterogenita¨t der Werte zwischen weib-
lichen und ma¨nnlichen Tieren ließ keine eindeutigen Schlu¨sse zu. Als auffa¨llig
zu bezeichnen waren jedoch zwei Parameter, die tendenzielle Differenzen zwi-
schen Knockout- und Wildtyp-Tieren in beiden Geschlechtern zeigten. So lag der
Wert fu¨r die alkalische Phosphatase sowohl in den weiblichen als auch in den
ma¨nnlichen Knockout-Tieren erho¨ht vor. Die alkalische Phosphatase kommt als
Enzym vorrangig im Gallengangsepithel, in Knochenzellen und in den Nieren der
Ma¨use vor. Pathologische Erho¨hungen der alkalischen Phosphatase in Ma¨usen
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fallen bei Hepatopathien, Osteopathien und endokrinen Erkrankungen wie Dia-
betes mellitus auf [213]. Weiterhin ist eine Erho¨hung des Harnstoff-Wertes in
den weiblichen und ma¨nnlichen Knockout-Ma¨usen detektiert worden. Erho¨hte
Werte deuten hierbei auf mo¨gliche Nephropathien hin [213]. Insgesamt waren
trotz einiger markanter Werte keine Anomalien in Blut- sowie Serumparametern
zwischen ITIH5-Knockout- und Wildtyp-Ma¨usen detektierbar, die auf eindeuti-
ge krankhafte Vera¨nderung in den Knockout-Tieren schließen lassen ko¨nnten.
Zusammenfassend wurde erstmalig ein Knockout-Mausmodell fu¨r ITIH5 ge-
neriert. Neben einem tendenziell verringerten Ko¨rpergewicht konnten zuna¨chst
keine pha¨notypischen Auffa¨lligkeiten durch den ITIH5-Verlust in den Tieren be-
obachtet werden. Wa¨hrend fu¨r die Untersuchung der tumorsuppressiven Funk-
tion von ITIH5 weiterfu¨hrende Analysen mit dem Mausmodell vonno¨ten sind,
wurde es im Rahmen dieser Arbeit fu¨r die Charakterisierung von ITIH5 in der
Haut eingehender untersucht.
4.3 Die Charakterisierung von ITIH5 in der
Haut
Die Haut ist das gro¨ßte Organ des menschlichen Ko¨rpers [214]. Zu ihren Haupt-
funktionen geho¨rt der Schutz des Ko¨rperinneren vor scha¨dlichen Einflu¨ssen
der Umwelt sowie die Wahrung der Homo¨ostase [53]. Kein anderes Organ des
menschlichen Ko¨rpers weist in Anzahl und Diversita¨t so viele Krankheitsbil-
der auf wie die Haut [55]. Scha¨tzungen zufolge erkrankt jeder Mensch einmal
in seinem Leben an einer Hautkrankheit, wobei ca. 2.000 bis 3.000 definier-
bare Krankheitsbilder bekannt sind [55]. Neben den gesundheitlichen Aspekten
ko¨nnen Hauterkrankungen durch ihre a¨ußerliche Sichtbarkeit auch auf das sozia-
le Leben des Patienten einwirken. Dabei sind es gerade chronische Hauterkran-
kungen, wie z.B. die allergische Kontaktdermatitis, die nicht zuletzt zu einem
Verlust der Berufsta¨tigkeit und damit zu drastischen Lebenseinschnitten fu¨hren
ko¨nnen. Heutzutage sind immer noch die Ursachen und Pathomechanismen vie-
ler Hauterkrankungen unbekannt und bedu¨rfen intensiver Forschung [55].
Aufgrund der beschriebenen engen Assoziation der Inter-α-Trypsin Inhibi-
tor Heavy Chain (ITIH)-Proteinfamilie zur Hyaluronsa¨ure (HA) [75] wurde die
Hypothese aufgestellt, dass die ITIH-Moleku¨le auch in der Haut von großem
Interesse sein ko¨nnten. Dies wurde durch die Tatsache begru¨ndet, dass rund
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die Ha¨lfte der gesamten HA im menschlichen Ko¨rper in der Haut lokalisiert ist
[73], wo sie von entscheidender Bedeutung fu¨r die Aufrechterhaltung des extra-
zellula¨ren Gewebes ist [53]. Durch ihr hohes Speichervermo¨gen fu¨r Wasser und
Elektrolyte sorgt die HA fu¨r die Festigkeit der Haut [55]. Bislang wurde die
Expression und die Rolle der ITIHs in der Haut nicht grundlegend erforscht. Im
Jahr 1994 wurde zum ersten Mal mithilfe eines polyklonalen Antiko¨rpers, der
in der Lage war sowohl ITIH1 als auch ITIH2 zu detektieren, eine Immunore-
aktivita¨t in den elastischen Fasern der Dermis nachgewiesen [215]. Fu¨nf Jahre
spa¨ter zeigte eine andere Arbeitsgruppe eine Lokalisation des ITIH1-Proteins in
den Keratinozyten der Epidermis von Ma¨usen, wa¨hrend das darunter liegende
Corium nur eine schwache Fa¨rbung aufwies [216]. Die HA-Expression hingegen
war hauptsa¨chlich in der Dermis zu finden, was auf eine unterschiedliche Lokali-
sation von HA und ITIH1 hinwies. Eine erste Studie, die ITIH-Moleku¨le in einer
entzu¨ndlichen Dermatose untersuchte, wurde erst 2005 publiziert [217]. Darin
konnte in Lichen sclerosus (LS) Schnitten der Haut eine starke diffuse Immuno-
reaktivita¨t gegen ITIH-Proteine nachgewiesen werden, die pra¨ferenziell in der
oberen Dermis angesiedelt war - einer Region, in der auch die HA untypisch
akkumuliert vorlag. Im Zusammenhang mit entzu¨ndlichen Hauterkrankungen
konnte bereits Jahre zuvor eine Studie Bikunin-Fragmente im Urin von Patien-
ten mit Psoriasis oder Erysipelas detektieren [218]. Dies ist im Kontext mit dem
Wissen interessant, dass ein Transfer der schweren Ketten vom Chondroitinsul-
fat des Bikunins auf die HA die Freisetzung des Bikunins als UTI (engl. urinary
trypsin inhibitor) bewirkt [123, 101]. Schließlich konnten 2011 ITIH-Moleku¨le
sowie TSG-6, das als Katalysator in der Bildung der ITIH-HA-Komplexe fun-
giert, in humaner Haut nachgewiesen werden [219]. Abgesehen von diesen in-
itialen, teilweise widerspru¨chlichen Daten hat es bisher keinen systematischen
Ansatz gegeben, die Expression und Bedeutung der ITIH-Proteine in gesun-
der und entzu¨ndlicher Haut zu untersuchen. In dieser Arbeit galt es somit das
Expressionsprofil der ITIH-Proteine in der Haut erstmalig zu entschlu¨sseln.
In einem ersten Schritt wurde dazu das Expressionsmuster der fu¨nf beschrie-
benen ITIH-Moleku¨le in der humanen Haut mithilfe einer Chip-basierten Gen-
expressionsanalyse untersucht. Dem Stand der Forschung nach liegt der Haupt-
syntheseort von ITIH1, ITIH2, ITIH3 sowie ITIH4 in den Hepatozyten der Le-
ber [124]. Im Gegensatz dazu zeigt ITIH5 in der Leber eine schwache Protein-
Expression, wird jedoch in einer Vielzahl anderer Gewebe wie z.B. im Epithel
166
4.3 Die Charakterisierung von ITIH5 in der Haut
der Plazenta oder der Brust stark exprimiert [107]. In der Haut pra¨sentierte sich
ITIH5 als das am sta¨rksten exprimierte Mitglied der ITIH-Proteinfamilie. Dabei
wiesen die dermalen Fibroblasten den vergleichsweise ho¨chsten Expressionsspie-
gel von ITIH5 auf. In weiteren Real-Time PCR- und Western-Blot-basierten
Analysen besta¨tigte sich, dass ITIH5 am sta¨rksten in den Fibroblasten der
Dermis exprimiert wird. Zusa¨tzlich wurde dies durch eine Immunfluoreszenz-
Doppelfa¨rbung belegt. Somit wurde anhand einer systematischen Expressions-
analyse ITIH5 als dominantes Mitglied der ITIH-Proteinfamilie in der Haut
charakterisiert und die dermalen Fibroblasten als vermutlicher Hauptsynthe-
seort in der Haut herausgestellt. Dies steht im Einklang zu Daten, die eine
ITIH-Expression in murinen dermalen Fibroblasten zeigten [123].
In den vergangenen Jahrzehnten wurden die Mitglieder der ITIH-Proteinfami-
lie in diversen Entzu¨ndungsreaktionen wie der Pankreatitis [116], der rheuma-
toiden Arthritits [220, 130], der Colitis ulcerosa [117] oder der Sepsis [118, 119]
beschrieben. Dabei zeigten sie sowohl Eigenschaften als Akute-Phase-Protein als
auch als Anti-Akute-Phase-Protein [109]. Bis heute wurde eine mo¨gliche Rolle
der ITIH-Moleku¨le in entzu¨ndlichen Hauterkrankungen nicht untersucht. Aus-
gehend von den initialen Daten, die ITIH5 als die am sta¨rksten exprimierte
schwere Kette in der Haut zeigen, wurde die ITIH5-Proteinexpression in der
normalen Haut sowie in drei klassischen entzu¨ndlichen Hauterkrankungen im-
munhistochemisch untersucht. In der normalen Haut war neben der Fa¨rbung
in der Dermis eine moderate ITIH5-Fa¨rbung in der Basallamina zu sehen. In-
teressanterweise zeigen Studien in dieser Schicht eine dominante Fa¨rbung fu¨r
HA [221]. Sollte ITIH5 als sezerniertes Protein eine Bindung mit der HA ein-
gehen, ko¨nnte dies die ITIH5-Fa¨rbung in der Basallamina erkla¨ren. Die starke
Herauf-Regulation von ITIH5 in Proben der Psoriasis, der atopischen Derma-
titis sowie der allergischen Kontaktdermatitis deutet dabei auf eine a¨hnliche
Rolle von ITIH5 als Akute-Phase-Protein hin, die auch bereits fu¨r andere ITIH-
Moleku¨le beschrieben wurde [109]. Im Rahmen einer Immunreaktion, wie bei
einer Entzu¨ndung, nimmt die Serumskonzentration an Akute-Phase-Proteinen
(APPs) deutlich zu [222, 223]. Zu den Aufgaben der APPs geho¨rt unter an-
derem die Lokalisation der Entzu¨ndung. Interessant ist in diesem Zusammen-
hang, dass in den histologischen Aufnahmen der untersuchten Hauterkrankun-
gen ausschließlich eine Herauf-Regulation von ITIH5 in der Epidermis und im
entzu¨ndlichen Infiltrat vorlag - Bereiche, in denen die Entzu¨ndungen lokalisiert
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sind [161, 162]. Auch wenn sein Hauptsyntheseort die dermalen Fibroblasten sein
sollten, so ko¨nnte ITIH5 als sezerniertes Protein in den Entzu¨ndungsbereichen
wirken. Somit liegt die Vermutung nahe, dass ITIH5 als Mediator oder Zytokin
der Immunantwort fungieren ko¨nnte. Eine a¨hnliche Funktion von ITIH5 wurde
bereits fu¨r Fettgewebe publiziert [138]. Diese Studie deutet an, dass ITIH5 als
Adipokin, d.h. ein von Fettzellen sekretiertes Zytokin, wirken ko¨nnte. Einigen
bereits bekannten Adipokinen wird eine anti-inflammatorische Rolle zugespro-
chen [224]. Neben einer mo¨glichen direkten anti-inflammatorischen Funktion
von ITIH5 als Teil der Immunreaktion kann auch u¨ber eine indirekte Wirkung,
die auf den Schutz des potenziellen Bindungspartners HA abzielt, spekuliert
werden. Die bisher einzig bekannte Funktion anderer ITIH-Proteine ist die Bin-
dung an die HA und ihre Vernetzung zu Fibrillen, den sogenannten cable-like
structures [117]. Dies fu¨hrt zu einer Stabilisierung der extrazellula¨ren Matrix
(ECM) [102]. Als Hauptkomponente der ECM wird der HA eine Schlu¨sselrolle
in vielen Entzu¨ndungsreaktionen zugesprochen [72]. So konnten bei der aller-
gischen Kontaktdermatitis die Degradation der HA und somit der Zerfall der
ECM als wichtige Faktoren in der Entstehung der Krankheit ausgemacht wer-
den [92]. Ursa¨chlich scheint dabei neben der Aktivita¨t von Hyaluronidasen die
oxidative Depolymerisierung der HA durch reaktive Sauerstoffspezies (engl. re-
active oxygen species, ROS) zu sein, die in entzu¨ndlichen Erkrankungen zu einer
Anha¨ufung niedermolekularer HA-Fragmente fu¨hren [96, 97]. Aufgrund der ver-
muteten Interaktion von ITIH5 mit der HA [75] la¨sst sich spekulieren, dass die
Herauf-Regulation von ITIH5 ein kompensatorischer Mechanismus sein ko¨nnte,
der die HA durch eine Vernetzung vor der Degradation schu¨tzt. In diesem Zu-
sammenhang wurden auch in anderen entzu¨ndlichen Erkrankungen, wie z.B. der
rheumatoiden Arthritits, ITIH-HA-Komplexe in hohen Serum-Spiegeln detek-
tiert [225, 75, 130, 131] und der Vernetzung der HA eine mo¨gliche Schutzfunk-
tion zugesprochen [226]. Insgesamt la¨sst sich aus den vorliegenden Daten eine
mo¨gliche anti-inflammatorische Rolle von ITIH5 ableitend.
Mo¨glicherweise geht die Rolle von ITIH5 in der Haut aber u¨ber eine Betei-
ligung in inflammatorischen Prozessen hinaus. Um dieser Frage nachzugehen,
wurde die Wirkung eines funktionellen ITIH5-Verlustes in der Haut der ITIH5-
Knockout-Ma¨use untersucht. In der histologischen Betrachtung wies die Haut
der ITIH5-Knockout-Ma¨use deutliche Unterschiede im Vergleich zu Wildtyp-
Kontrollen auf. Dabei waren neben einer signifikant du¨nneren Haut der ITIH5-
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Knockout-Tiere insbesondere morphologische Auffa¨lligkeiten in der Epidermis
zu verzeichnen. Diese war nicht vollsta¨ndig ausdifferenziert, wobei das Stra-
tum corneum teils vollsta¨ndig fehlte. Um diese pha¨notypischen Auffa¨lligkeiten
auch in vitro zu untersuchen, wurden zudem erfolgreich dreidimensionale Haut-
modelle generiert. Hierbei wiesen analog zur Maushaut auch die Epidermis-
A¨quivalente der ITIH5-Knockout-Maus eine undifferenzierte Struktur mit feh-
lendem Stratum corneum auf. Die Epidermis ist die a¨ußerste Schicht der Haut
und bildet die eigentliche Schu¨tzhu¨lle gegenu¨ber der Umwelt. Zu diesem Zweck
besteht sie in den a¨ußeren Zellschichten aus verhornendem Plattenepithel, das
sich zu u¨ber 90% aus Keratinozyten zusammensetzt. Die Keratinozyten ent-
stehen in der Basalschicht, durchwandern aktiv die Epidermis und differenzie-
ren dabei bis zur Umwandlung in die toten Korneozyten des Stratum corne-
um [55]. Arbeiten mit CD44-Knockout-Ma¨usen belegten, dass HA-vermittelte
CD44-assoziierte Signalwege sowohl fu¨r die Differenzierung der Keratinozyten,
als fu¨r den Aufbau des Stratum corneum und die Barrierefunktion der Haut
unerla¨sslich sind [227]. CD44 ist ein multifunktionaler HA-Oberfla¨chenrezeptor,
der an Zelleigenschaften wie der Proliferation und der Angiogenese beteiligt ist
[80]. Einige Studien deuten darauf hin, dass die Bindung von ITIH-Proteinen an
die HA ihre Interaktion zu CD44 beeinflussen und demzufolge die Affinita¨t sowie
Avidita¨t von CD44 zur HA modifizieren ko¨nnte [129]. Beispielsweise adha¨rieren
mit CD44 transfizierte Jurkat-Zellen (urspru¨nglich CD44-negativ) bevorzugt an
ITIH-HA-Komplexe [130]. Daneben zeigten in vitro Versuche, dass die Behand-
lung von proliferierenden humanen epidermalen Keratinozyten mit HA zu ei-
ner Herauf-Regulation der bekannten Keratinozyten-Differenzierungsmarker In-
volucrin, Profilaggrin und Keratin 10 fu¨hrt [227]. Zusammengefasst liegt die
Vermutung nahe, dass das Fehlen des ITIH5-Proteins in den ITIH5-Knockout-
Ma¨usen zu einer verminderten CD44-HA Interaktion und folglich zu einer un-
vollsta¨ndigen Differenzierung der Keratinozyten fu¨hren ko¨nnte. Obwohl von ei-
nem ITIH5-Hauptsyntheseort in den Fibroblasten der Dermis ausgegangen wer-
den kann, deuten die beobachteten Effekte auch hier darauf hin, dass ITIH5
als sezerniertes Protein u¨ber seine Bindung an die HA auf die Struktur der
Epidermis einwirken ko¨nnte.
Daru¨berhinaus wiesen einige Stellen der Epidermis-A¨quivalente von ITIH5-
Knockout-Ma¨usen eine Akantholyse auf. Hierbei handelt es sich um das Auflo¨sen
des Zellverbandes der Keratinozyten. Die unvollsta¨ndige und ungeordnete Stra-
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tifizierung in der Haut der ITIH5-Knockout-Ma¨use ko¨nnte somit auch auf ei-
ne unvollsta¨ndige Adha¨renz zwischen den Keratinozyten zuru¨ckzufu¨hren sein.
Desmosomen sorgen fu¨r die Adha¨renz zwischen den Keratinozyten, wa¨hrend He-
midesmosomen fu¨r ihren Adha¨renzkontakt an die Basalmembran sorgen. Die-
se Strukturen sind jedoch nicht permanent, sondern werden fu¨r die Zellbe-
wegung auf- und abgebaut [55]. Ein Fehlen von ITIH5 ko¨nnte in der Haut
der ITIH5-Knockout-Tiere somit zu einer verminderten epithelialen Integrita¨t
fu¨hren. Dies deutet auf Parallen zur Funktion von ITIH5 im Mammakarzinom
hin. In der Karzinogenese der Brust erfu¨llen Zell-Zell-Kontakte eine tumor-
suppressive Funktion [228, 229], wohingegen eine Dysfunktion dieser Kontak-
te die Tumorprogression fo¨rdert [228]. Eine Reexpression von ITIH5 fu¨hrte in
den fu¨r diese Arbeit generierten Mammakarzinommodellen zur einer erho¨hten
Adha¨sionsfa¨higkeit der Brustkrebszellen. Aus diesem Kontext heraus werden die
Parallen der Beobachtungen ersichtlich, die ITIH5 als zentrales Element fu¨r den
Erhalt der epithelialen Integrita¨t erscheinen lassen.
Die fu¨r andere ITIH-Proteine postulierte Bindung an die HA [75, 123] ließ
sich fu¨r ITIH5 bislang nur aus seiner in silico evaluierten Doma¨nenstruktur ab-
leiten. De la Motte et al. [117] konnten zeigen, dass die Verknu¨pfung mehrerer
HA-Moleku¨le zu einer fibrillenartigen Vernetzung der HA-Strukturen fu¨hrt, fu¨r
deren Erscheinungsform sie den Begriff cable-like structures pra¨gten. In Quer-
schnitten der dreidimensionalen murinen Hautmodelle von ITIH5-Knockout-
und Wildtyp-Ma¨usen konnten die HA-Strukturen der ECM mithilfe eines Hyalu-
ronsa¨ure-Bindeproteins visualisiert werden. In den ITIH5-exprimierenden Haut-
modellen des Wildtyps zeigten sich fibrillenartige HA-Strukturen, deren Er-
scheinungsform den in der Literatur beschriebenen cable-like-structures [117]
entsprach. Dagegen zeigte die Fa¨rbung in den ITIH5-defizienten Hautmodellen
der ITIH5-Knockout-Maus ein diffuses HA-Strukturmuster. Anhand dieser Be-
obachtungen la¨sst sich spekulieren, dass fu¨r die Stabilisierung der HA-Moleku¨le
im Wildtyp-Hautmodell ITIH5 verantwortlich sein ko¨nnte.
Mithilfe der ITIH5-Knockout-Maus war es zudem mo¨glich den Einfluss von
ITIH5 auf Entzu¨ndungsreaktionen der Haut im Tierversuch der allergischen
Kontaktdermatitis, dem Kontakt-Hypersensitivita¨ts-Modell, zu erforschen. Die-
ses Tiermodell basiert darauf, dass es bei der Sensibilisierung der Ma¨use mit dem
Kontaktallergen zur Aktivierung von Immunzellen kommt. Nach jedem weite-
ren Kontakt mit dem Allergen werden dann erneut Immunzellen in die Haut
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der Ma¨use rekrutiert und sorgen fu¨r eine Entzu¨ndungsreaktion [64, 92]. Die
Entzu¨ndung a¨ußert sich in Form einer Schwellung, wodurch die Ohrdicke der
Tiere zunimmt. Die verminderte Entzu¨ndungsreaktion in den ITIH5-Knockout-
Ma¨usen deutete dabei auf eine zentrale Funktion von ITIH5 im Entzu¨ndungspro-
zess hin. Ein mo¨glicher Erkla¨rungsansatz ko¨nnte hier die Bindung von ITIH5 an
die HA darstellen. In diesem Zusammenhang konnte bereits gezeigt werden, dass
die Bildung von ITIH-HA Komplexen in Folge einer Modifizierung der CD44-
HA Interaktion zu einem positiven Effekt auf die Adha¨sion und Migration von
Leukozyten zur ECM fu¨hrt [130, 131]. Ferner wurde beschrieben, dass die CD44-
vermittelte Extravasation der Leukozyten in den Entzu¨ndungsbereich elementar
fu¨r die Ausbildung der allergischen Kontaktdermatitis ist [230]. Auf Basis dieser
Erkenntnisse la¨sst sich die folgende Hypothese aufstellen: In den Wildtyp-Tieren
ko¨nnte die Bindung von ITIH5 an die HA fu¨r eine Affinita¨t sowie Avidita¨t der
Leukozyten zur HA sorgen. Im Zuge der allergischen Kontaktdermatits wu¨rden
somit im Vergleich mehr Immunzellen fu¨r eine Entzu¨ndungsreaktion bereitste-
hen. Bei den ITIH5-Knockout-Ma¨usen wa¨re die signifikant schwa¨chere Immun-
antwort mit dem Fehlen von ITIH5 und einer einhergehenden verminderten
Adha¨sion und Migration der Leukozyten zur HA erkla¨rbar. Ein experimenteller
Nachweis dieser Theorie muss allerdings noch erbracht werden und verweist die
Hypothese zum jetzigen Zeitpunkt in den spekulativen Bereich. Die Ergebnisse
und die Hypothese passen jedoch zu a¨hnlichen Beobachtungen, die bereits in an-
deren Tierversuchen gemacht wurden. Dabei zeigten Ma¨use, die keinen ITIH-HA
Komplex ausbilden konnten oder mit einem anti-CD44-Antiko¨rper behandelt
wurden, eine deutliche Resistenz gegenu¨ber Arthritits [231, 232, 233]. Die Bil-
dung der ITIH-HA-Komplexe scheint somit fu¨r den Ablauf entzu¨ndlicher Prozes-
se elementar zu sein. Als Anzeichen einer Aktivierung des Immunsystems sollen
durch die Entzu¨ndungsreaktion Krankheitserreger aus den Gewebszellen ent-
fernt werden. Neben der bereits postulierten mo¨glichen anti-inflammatorischen
Wirkung ko¨nnte ITIH5 somit auch bei Entzu¨ndungsprozessen der Immunabwehr
helfen.
Schlussfolgernd konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals eine fundamentale
Bedeutung von ITIH5 fu¨r die Haut herausgestellt werden. Eine Zusammenfas-
sung der vermuteten Wirkung von ITIH5 in der Haut ist in Abbildung 4.1 skiz-
ziert. Als das am sta¨rksten exprimierte Mitglied der ITIH-Proteinfamilie scheint
ITIH5 u¨ber seine Bindung an die HA sowohl einen bedeutenden Einfluss auf die
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Hautstruktur als auch auf inflammatorische Prozesse in der Haut zu besitzen.
Fu¨r die Hautstruktur ist dabei eine positiv stabilisierende Wirkung von ITIH5
zu verzeichnen. In inflammatorischen Prozessen der Haut, bei denen die De-
gradation der HA eine bedeutende Rolle spielt, ko¨nnte ITIH5 kompensatorisch
zum Schutz hochreguliert werden. Ferner ist auch ein Einsatz als Akute-Phase-
Protein denkbar, womit ITIH5 insgesamt eine anti-inflammatorische Wirkung
zugesprochen werden ko¨nnte. Das Tiermodell der Kontakt-Hypersensitivita¨t
wies dabei klar auf eine elementare Bedeutung von ITIH5 in Entzu¨ndungsprozes-
sen der Immunabwehr hin. Die molekularen Ursachen mu¨ssen jedoch in wei-
terfu¨hrenden Analysen noch untersucht werden.
Abbildung 4.1: Postuliertes funktionelles Wirkungsspektrum von ITIH5 in der
Haut. Die Skizze bildet die mo¨glichen Wirkungsweisen von ITIH5 in der Haut ab. Zentral
scheint dabei die Komplexbildung mit der Hyaluronsa¨ure (HA) und eine einhergehende Modi-
fizierung der CD44-HA Interaktion zu sein. Mit den Erkenntnissen dieser Arbeit la¨sst sich eine
positive Wirkung von ITIH5 auf die Hautstruktur sowie eine fundamentale und womo¨glich
anti-inflammatorische Wirkung auf Entzu¨ndungen in der Haut ableiten.
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Kapitel 5
Anhang
5.1 Histologische Graduierung des humanen
Mammakarzinoms
Die Klassifizierung humaner Brusttumoren erfolgt durch eine von Elston und
Ellis beschriebene Tumorgraduierung [13]. Dabei werden die Parameter Tubu-
lusausbildung, Kernpolymorphie und Mitoserate bestimmt.
Tabelle 5.1: Histopathologische Graduierung beim Brustkrebs
Merkmal Kriterium Score-Wert
Tubulusausbildung 75% 1
10-75% 2
<10% 3
Kernpolymorphie gering 1
mittelgradig 2
stark 3
Mitoserate 0-5/10 HPF 1
6-11/10 HPF 2
≥12/10 HPF 3
Summenscore 3-9
HPF: high power field (400-fache Vergro¨ßerung im
Mikroskop).
5.2 Klassifikation humaner Brusttumoren nach
dem TNM-System
Humane Brusttumoren werden gema¨ß UICC in einer TNM-Klassifikation nach
drei Kategorien unterschieden: Tumorgro¨ße (pT), Nodal-Status (pN) und Fern-
metastasen-Status (pM).
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pT - Prima¨rtumor
pTx Prima¨rtumor kann nicht beurteilt werden
pT0 kein Anhaltspunkt fu¨r einen Prima¨rtumor
Tis Carcinoma in situ
pT1 Tumor bis 2 cm in gro¨ßter Ausdehnung
pT1a Tumor bis 0,5 cm
pT1b Tumor 0,5-1 cm
pT1c Tumor 1-2 cm
pT2 Tumor >2 cm, aber ≤5 cm in gro¨ßter Ausdehnung
pT3 Tumor >5 cm in gro¨ßter Ausdehnung
pT4 Tumor jeder Gro¨ße mit direkter Ausdehnung auf Brustwand oder Haut
pT4a mit Ausdehnung auf die Brustwand
pT4b mit O¨dem, Ulzeration der Brusthaut oder Satellitenmetastasen der Haut
pT4c Kriterien 4a und 4b gemeinsam
pT4d inflammatorisches Karzinom
pN - regiona¨re Lymphknoten
pNx regiona¨re Lymphknoten ko¨nnen nicht beurteilt werden
pN0 keine regiona¨ren Lymphknotenmetastasen
pN1 Metastasen in beweglichen ipsilateralen axilla¨ren Lymphknoten
pN1a nur Mikrometastasen, keine >0,2 cm
pN1b Metastasen in Lymphknoten, zumindest eine >0,2 cm
pN1bI Metastasen in 1-3 Lymphknoten, eine >0,2 cm aber alle <2 cm
pN1bII Metastasen in 4 oder mehr Lymphknoten, eine >0,2 cm, aber alle <2 cm
pN1bIII Ausdehnung der Metastasen u¨ber die Lymphknotenkapsel hinaus (alle <2 cm)
pN1bIV Metastasen in Lymphknoten ≥2 cm in gro¨ßter Ausdehnung
pN2 Metastasen in ipsilateralen axilla¨ren Lymphknoten, untereinander fixiert
pN3 Metastasen in Lymphknoten entlang der Arteria mammaria interna
pM - Fernmetastasierung
pMx Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
pM0 keine Fernmetastasen vorhanden
pM1 Fernmetastasen liegen vor
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